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RESUMO

Cenostigma pyramidale [Tul.] Gagnon & G.P. Lewis, € uma arvore pertencente a familia Fabaceae,
que possui utilizagdo madeireira e medicinal; em virtude da exploracdo de seus recursos naturais,
pode resultar em via de extinc¢do. Esse trabalho objetivou estudar a calogénese da catingueira, bem
como analisar bioquimica e histologicamente os calos obtidos visando identificar potencial
embriogénico. A inducdo de calos ocorreu de duas formas distintas, na primeira, explantes
foliolares foram inoculados em meio de cultura MS suplementado com diferentes concentragdes
do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) combinadas com concentracdes de 6-benzilaminopurina
(BAP) e glutamina. Ap6s 45 dias de cultivo foram avaliadas: porcentagem dos explantes que
formaram calos, massa fresca dos explantes com calos, porcentagem da area do explante recoberta
por calos, coloragéo e textura. Na segunda, explantes foliolares foram submetidos a tratamento com
pulso auxinico em meio MS liquido contendo ou ndo 210 uM de 2,4-D na auséncia e presenca de
7,0 uM de 2,4-D, 5,0 uM de BAP ¢ 0,68 mM de glutamina. Para a curva de crescimento, pesou-se
a massa fresca dos explantes com e sem calos até o 77° dia de cultivo, em intervalos de 7 dias,
totalizando 12 periodos. Em cada periodo foram coletadas amostras para analise histomorfoldgica
e determinacdo do contetdo de agUcares redutores (AR), sacarose e acucares soluveis totais (AST).
Observou-se a inducdo de calos em C. pyramidale utilizando segmentos de foli6lulos, tanto em
pulso auxinico quanto em uso continuo de BAP, 2,4-D e glutamina em meio de cultura. As analises
histomorfoldgicas revelaram a presenca de células com caracteristicas semelhantes aquelas que
possuem potencial meristematico no experimento de calogénese com BAP, 2,4-D e glutamina, ao
passo que o experimento de estresse auxinico nao foi eficiente para tanto. A curva de crescimento
apresentou comportamento sigmoidal com cinco fases distintas: lag, exponencial, linear,
desaceleracdo e declinio. O contetido de AR foi decrescente sendo detectado até o 21° dia da curva
de crescimento. O conteldo de AST e sacarose apresentaram um pico no fim da fase lag e
degradacdo na fase exponencial com estabilidade e leve reducdo até a fase de declinio.

Palavras-chave: Catingueira. Pulso auxinico. Cultivo in vitro.



ABSTRACT

Cenostigma pyramidale [Tul.] Gagnon & G.P. Lewis, is a tree belonging to the Fabaceae family,
which has medicinal and timber uses. This work aimed to study the callogenesis of catingueira, as
well as to analyze biochemically and histologically the callus obtained in order to identify
embryogenic potential. Callus induction occurred in two different ways. In the first, leaf explants
were inoculated in MS culture medium supplemented with different concentrations of 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) combined with concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP)
and glutamine. After 45 days of culture, the following were evaluated: percentage of explants that
formed callus, fresh mass of explants with callus, percentage of explant area covered by callus,
coloration and texture. In the second, leaf explants were subjected to auxin pulse treatment in liquid
MS medium containing or not 210 pM of 2,4-D in the absence and presence of 7.0 uM of 2,4-D,
5.0 uM of BAP, and 0.68 mM of glutamine. For the growth curve, the fresh mass of explants with
and without callus up to day 77 of culture was weighed at 7-day intervals, totaling 12 periods. In
each period, samples were collected for histomorphological analysis and determination of the
content of reducing sugars (RA), sucrose and total soluble sugars (TSA). Callus induction was
observed in C. pyramidale using foliol segments, both in auxin pulse and in continuous use of BAP,
2,4-D and glutamine in culture medium. The histomorphological analyses revealed the presence of
cells with characteristics similar to those with meristematic potential in the callogenesis experiment
with BAP, 2,4-D and glutamine, while the auxin stress experiment was not efficient to do so. The
growth curve showed sigmoidal behavior with five distinct phases: lag, exponential, linear,
deceleration, and decline. The RA content was decreasing and was detected until day 21 of the
growth curve. The content of TSA and sucrose showed a peak at the end of the lag phase and
degradation in the exponential phase with stability and slight reduction until the decline phase.

Keywords: Catingueira. Auxin pulse. In vitro cultivation.
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1. INTRODUCAO

Cenostigma pyramidale [Tul.] é uma espécie lenhosa, arborea, pertencente ao bioma
Caatinga, cuja vegetacdo inclui uma diversidade de plantas de usos mdaltiplos; sendo que, neste
caso, a caracteristica forrageira se destaca pelo seu elevado valor nutricional na alimentacdo de
ruminantes (FRANCA et al., 2020). Seu potencial ainda vai além, principalmente o uso de sua
madeira, resultando na retirada da arvore, que de alguma maneira pode impedir sua reprodugédo
natural, ocasionando problemas com a propagacdo, aproximando-a do risco de extin¢gdo (MAIA,
2012).

Diante disso, faz-se necessario a elabora¢do de estratégias para multiplicacdo, conservacéo,
manejo e exploracdo de seus recursos de forma sustentavel; assim, surge a alternativa de introduzir
técnicas como a cultura de tecidos de plantas, importante aliada no ambito da producdo de material
vegetal em larga escala e em qualquer época do ano (COPELAND, 2015).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos vegetais, tem-se a micropropagacdo, que pode ser
desenvolvida por duas vias: organogénese ou embriogénese somatica, as quais ocorrem
diretamente do explante ou indiretamente, por intermédio da formacdo de aglomerados de células
e tecidos, que se originam da intensa divisdo das células do explante, sendo comumente chamados
de calos (MERCIER, 2008). A embriogénese somatica € aquela em que células somaéticas se
desenvolvem em embrides sem que haja a fusdo de gametas (SMERTENKO; BOZHKOV, 2014),
0 que, segundo Grando et al. (2013), pode ser considerada vantajosa em relacéo a regeneracgao por
organogénese, devido a possibilidade de elevadas taxas de multiplicacdo e o desenvolvimento de
plantas com maior integridade genética. Esse processo ocorrendo por via indireta (passando pela
fase de calo) inicia-se com a calogénese e em seguida ocorre a formacao de embriGes somaticos a
partir dos calos (ALVES et al., 2018); os quais terdo a presenca dos meristemas radiculares e
apicais simultaneamente, resultando numa planta completa (CAMPOS et al., 2009).

Ao longo do processo de embriogénese somatica é fundamental que haja a presenga dos
reguladores de crescimento para que ocorra a desdiferenciacdo dos tecidos durante a formacao dos
calos e diferenciacdo para formacdo de embriGes somaticos (VILELA et al., 2019). As auxinas
apresentam como principais efeitos fisioldégicos o crescimento celular vegetal e o enraizamento
(MERCIER, 2008), a0 passo que as citocininas sdao promotoras da divisdo celular, sendo
intimamente ligadas a biotecnologia de plantas (PERES; KERBAUY, 2008).
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A auxina 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) que foi amplamente aceita como o principal fator
de controle da embriogénese (SHARMA; BRYAN; MILLAM, 2007) é, por consequéncia, a mais
utilizada; inclusive, altas doses de auxina podem ser consideradas como estimulo inicial na
aquisicdo de competéncia celular (MOURA et al., 2019), entretanto, concentracGes elevadas de
auxina em contato com o tecido vegetal pode afetar a morfologia das plantas, causando problemas
como fasciacdo, distorcdo estrutural ou variagdo somaclonal (FAISAL et al., 2012). Assim, visando
a obtencdo de embrides somaticos sem que haja exposi¢cdo continua a auxina, Sharma, Bryan e
Millam (2007) sugerem o uso de tratamentos com pulso auxinico, como uma maneira de minimizar
0 contato continuo do tecido com elevadas doses do referido regulador.

Por outro lado, entre as citocininas, destacam-se a 6-benzilaminopurina (BAP) e o
Thidiazuron (TDZ), as quais sdao promotoras de divisdo e diferenciacdo celular, estimulando a
proliferacdo da grande maioria de tipos de células, formando massas celulares quando em
concentragfes adequadas (PERES; KERBAUY, 2008). Além dos reguladores citados, existem
algumas evidéncias na literatura de que a glutamina, definida como uma forma de nitrogénio
organico prontamente assimilavel, estaria provavelmente relacionada a inducdo do processo
embriogénico somatico, considerando que os aminoacidos estao presentes em todas as etapas desse
processo, desempenhando as mais variadas fungdes (BARTOS, 2018). Pelegrini et al. (2013)
relatam que o uso de aminoéacidos no processo de embriogénese somatica tem sido promissor,
considerando a importancia do nitrogénio na incorporacdo a esqueletos de carbono na sintese de
proteinas.

Durante o crescimento in vitro, o calo passa por diferentes fases e alteracdes histoldgicas
que estdo relacionadas com o posicionamento e atividade das células competentes, essas
informacdes obtidas através de analises morfohistoldgicas sdo, normalmente, requisitos basicos
para o estudo da embriogénese somatica (MACIEL et al., 2010), assim como a caracterizacao
bioguimica dos calos, que por sua vez, pode contribuir na elucidacdo de processos desencadeados
pela morfogénese dos tecidos sob as condicBes de cultivo in vitro, possibilitando inferir sobre o
desenvolvimento dos calos (RODRIGUES et al., 2020). Quanto as fases de crescimento, sua
identificacdo e classificacdo sdo fundamentais, ndo apenas para estabelecer o momento exato de
repicagem dos calos para um novo meio ou a possibilidade da sua utilizacdo em suspens6es
celulares (NOGUEIRA et al., 2008); mas também, para que seja possivel realizar associa¢cbes com

as alteragdes histomorfologicas, por exemplo.
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Desse modo, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da auxina 2,4-D, da citocinina
BAP e da glutamina na indugdo de calos em C. pyramidale visando identificar o seu potencial
embriogénico por meio de estudos morfohistologicos, bem como compreender a dindmica do

conteddo de carboidratos ao longo do periodo de cultivo in vitro.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 A espécie Cenostigma pyramidale [Tul.] Gagnon & G.P. Lewis

Cenostigma pyramidale [Tul.] é uma espécie da familia Fabaceae, facilmente encontrada
pelo nordeste brasileiro, cujo bioma predominante é a Caatinga (COPELAND, 2015). Este bioma
ocupa cerca de 11% do pais, possuindo uma area superior a 826.411 km? (BRASIL, 2017), sendo
que, aproximadamente 30% da flora descrita para este bioma pertence a familia Fabaceae
(LOIOLA et al., 2010). A C. pyramidale pode ser identificada por nomes que fazem referéncia ao
odor desagradavel de suas folhas e variam de acordo com a regido, dentre eles: catingueira, catinga-
de-porco, catingueira-das-folhas-largas, canela-de-velho, catingueira-verdadeira, catinga-de-
mulata (MATIAS; SILVA; DANTAS, 2017).

A catingueira é uma arvore de porte médio (Figura 1A), sem espinhos, que em geral possui
4-6 m de altura, podendo atingir até 12 m, apresentando copa aberta e irregular; a casca das arvores
adultas da catingueira é de cor cinza-claro, as vezes levemente castanho, suas folhas sdo bipinadas,
com 5-11 foliolos alternos ou opostos; as flores sdo amarelas, dispostas em racimos curtos e o fruto
é uma vagem achatada (Figura 1B), pontada, de 8-11cm de comprimento e 2 cm de largura, de cor
castanho claro, composto por 5-7 sementes, as quais (Figura 1C), através da deiscéncia violenta da
vagem, séo arremessadas a longas distancias (MAIA, 2012).

Esta espécie é vista como uma fonte significativa de recursos, entre eles 0s potenciais
forrageiro, madeireiro e medicinal (LIMA et al., 2014; MATIAS; SILVA; DANTAS, 2017; MAIA,
2012); além de possuir boa adaptagdo nos mais diversos tipos de solo, principalmente em ambientes
onde o solo é de textura pedregosa e arido (MAIA, 2012). Teixeira et al. (2007) relatam sua
resisténcia a ambientes de baixa disponibilidade hidrica; o que, inclusive, pode torna-la apropriada
para uso em projetos de recuperacao de areas degradadas (QUEIROZ, 2009).
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Figura 1: Caracterizacdo botanica da Cenostigma pyramidale [Tul.]. A — Exemplar adulto (arbdreo) na estagdo
chuvosa; B - Frutos (vagens) imaturos; C — Sementes. Fonte: Silva (2012), adaptado de
http://mww.cnip.org.br/bdpn/fotosdb/1019613156.JPC.

2.2 Cultura de tecidos vegetais

Os estudos que envolvem o cultivo de plantas in vitro se distribuem ao longo das ultimas
décadas sob as mais variadas perspectivas. Desde o inicio, ainda nos primeiros ensaios de Gottlieb
Haberlandt (1902), ou até nas descobertas de Philip White (1934), além de outros pesquisadores,
ja era possivel mensurar o potencial desta ciéncia através de diversas descobertas, dentre elas, 0s
efeitos de sais inorganicos, sacarose e extrato de levedura na regeneracao de raizes; o processo de
desdiferenciacdo celular; as primeiras suposicdes sobre a relacdo auxina / citocinina (CARDOSO;
GERALD; SILVA, 2018), assuntos estes que se tornaram comuns para a literatura moderna.

Objetivamente, a cultura de tecidos de plantas possibilita o cultivo de organismos vegetais
em um ambiente livre da presenca de patogenos, alem de fornecer a planta uma fonte de carbono,
minerais essenciais e vitaminas, componentes que sdo considerados vitais; além disso, outros
elementos como temperatura e luminosidade sdo disponibilizados em frequéncia e intensidade
controladas, estabelecendo dessa maneira, ambiente favoravel ao crescimento e desenvolvimento
esperado (PHILLIPS; GARDA, 2019).

Em teoria, as condicOes estabelecidas em salas de cultivo in vitro possuem antes de qualquer
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outro objetivo, o de simular o ambiente natural. Dessa maneira, tudo que pode ser classificado
como artificial possui fundamentos; a comecar pelo meio de cultura, que por sua vez, substitui o
solo e além da funcéo de sustentacdo para as plantas (meio semi-solido), é onde se encontram 0s
elementos essenciais para os vegetais (SA et al., 2018). Dentre as diversas formulacdes de meios
de cultura existentes, os meios MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (Woody Plant
Medium) de Lloyd e McCown (1980) se destacam como os mais utilizados; o primeiro, muito mais
concentrado, e o Gltimo possui composi¢do mais diluida, aléem de ser recomendado especificamente
para espeécies lenhosas (BERTOZZO; MACHADO, 2010).

De forma geral, o0 meio de cultura é composto por dgua, macronutrientes inorganicos (N,
K, Ca, Mg, P, S, Si), micronutrientes inorganicos (CI, Fe, B, Mn, Na, Zn, Cu, Ni, Mo), vitaminas
(&cido nicotinico, piridoxina, tiamina), aminoacidos (tirosina, L-arginina, L-serina), fontes de
nitrogénio organico (glicina; inositol), carboidratos (sacarose), agentes solidificantes e, quando
necessario, fitorreguladores (auxinas, citocininas, giberelinas) (SA et al., 2018).

Outro fator muito importante e simulado em cultivo in vitro de plantas é a luminosidade,
elemento determinante no desenvolvimento das plantas, sendo caracterizada pelo fotoperiodo,
irradiancia e composicdo espectral (OLIVEIRA et al., 2019). Ao longo dos dltimos anos, o
fornecimento de luz em laboratérios de cultura de tecidos vegetais evoluiu substancialmente;
estudos com bananeira (ROCHA et al., 2017), cana de aclcar (FERREIRA et al., 2016), damasco
(MITROFANOVA et al., 2019), clones hibridos de Corymbia (SOUZA et al., 2018) e outras
espécies, evidenciam a evolucdo neste aspecto e os efeitos positivos da substituicdo, por exemplo,
das lampadas fluorescentes pelas lampadas LED [Light Emitting Diode (Diodo Emissor de Luz]
em relagéo as respostas fotomorfogénicas durante a micropropagacdo (ROCHA et al., 2017).

Entretanto, o sucesso no cultivo in vitro de plantas ndo depende apenas do meio de cultura
adequado para a espécie em estudo, uso de reguladores de crescimento, diferentes fontes de
carbono ou de ajustes nas condi¢cdes de incubacdo (fotoperiodo e temperatura); € necessario
considerar a indesejavel presenca de eventuais contaminagdes microbianas, o que, de alguma
maneira, pode comprometer as fases da micropropagacdo (CARDOSO; GERALD; SILVA, 2018).
Dentre os fatores que podem favorecer o desenvolvimento de microrganismos e, de alguma
maneira, prejudicar o cultivo de plantas in vitro, estdo: a baixa eficiéncia de alguns métodos de
assepsia do material vegetal, esterilizacdo do meio de cultura (VARGAS et al., 2016), aumento das
trocas gasosas in vitro pelo fluxo de CO> a depender do tipo de tampa utilizada nos frascos de
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cultivo e até na vedacédo dos tubos de ensaio (CARDOSO; GERALD; SILVA, 2018) ou o proprio
cultivo com sacarose que, sugere inclusive, a ado¢do da micropropagagdo fotoautotrdfica,
eliminando o uso desta fonte de energia (FLORES et al., 2015).

O processo de micropropagacdo de uma especie, geralmente é requerido quando métodos
convencionais de propagacdo ndo apresentam eficacia (PHILLIPS; GARDA, 2019), assim,
segundo Ornellas et al. (2019), € possivel estabelecer um sistema de producéo de mudas em larga
escala com espaco reduzido, além de possibilitar a obtencéo de plantas livres de doencas e de alta
qualidade. Cardoso, Gerald e Silva (2018) afirmam que a eficiéncia da micropropagacdo permitiu
ao longo dos ultimos cem anos, a expansao e acesso a plantas de alto vigor para produtores de
diferentes contextos geogréficos e econdmicos, contribuindo efetivamente para um crescimento
agricola significativo.

Neste sentido, os estudos que envolvem a cultura tecidual de plantas, através da
micropropagacao, possuem interesses diversos, que vao desde as espécies ameacadas de extingéo,
como a bromélia Sincoraea mucugensis (LIMA; BRITO; SANTANA, 2020), aquelas que possuem
curto ciclo reprodutivo e susceptibilidade dos seus frutos as pragas, como a Physalis peruviana L.
(MASCARENHAS; SANTANA; BRITO, 2019), até o ambito da exploracdo medicinal, como o
boldo-da-bahia (Vernonia condensata Baker) (ALMEIDA et al., 2020), visando a geracdo de
germoplasma competitivo e adaptado. Com a catingueira, alguns estudos ja foram realizados, como
a avaliagéo do efeito da citocinina 2ip (isopenteniladenina) na multiplicagéo in vitro (SOUZA et
al., 2015), estudo sobre conservacao in vitro em condi¢des minimas de crescimento (SILVA et al.,
2019) e até o estabelecimento de protocolos para inducédo de calos in vitro (GOMES-COPELAND
et al., 2017). Independentemente da finalidade, é prudente ressaltar que, embora nem todos os
estudos tenham como premissa a execucao de todas as etapas da micropropagacao, nela existem
quatro fases distintas, comec¢ando pelo estabelecimento, seguido pela multiplicacdo, enraizamento
e, por fim, aclimatizacao.

Na micropropagacdo, o0 uso de reguladores de crescimento vegetal €, quase sempre,
necessario; a manipulacdo do meio de cultura com a suplementacédo de fitorreguladores depende
dos objetivos de cada estudo e, entre os mais utilizados, estdo as auxinas, as citocininas, as
giberelinas, o etileno e o acido abscisico (PHILLIPS; GARDA, 2019). Todavia, auxinas e
citocininas sdo dois dos hormonios mais influentes no desenvolvimento vegetal, uma vez que estes

reguladores estdo diretamente relacionados a processos como o desenvolvimento de raizes laterais,
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padrdo de diviséo celular e dominéncia apical (MURARO et al., 2013).

O uso de auxinas e citocininas esta diretamente ligado as vias de propagag&o in vitro, sendo
elas a organogénese e a embriogénese, as quais ocorrem tanto diretamente do explante quanto
precedidas pela formacéo de calos. Lima, Brito e Santana (2020) relataram que ha viabilidade na
micropropagacao via organogénese direta em Sincoraea mucugensis. Por outro lado, o uso de
diferentes citocininas na organogénese in vitro do flamboyant (Delonix regia) foi essencial na
obtencdo de respostas morfogenéticas, evidenciando a importancia deste regulador na
multiplicacdo in vitro (COSTA et al., 2019).

A embriogénese somética surge como uma outra estratégia de micropropagacao eficiente,
como Vvisto em estudos com protocormos do hibrido Phalaenopsis classic Spotted Pink, nos quais
embribes somaticos obtidos apresentaram competéncia em transformar-se em plantas,
apresentando os 6rgdos vegetativos com caracteristicas morfologicas satisfatérias (PEREIRA et
al., 2019). Em estudos com material vegetal de natureza lenhosa (Eucalyptus grandis x E.
urophylla) como a C. pyramidale, foi possivel, via embriogénese somatica indireta (passando pela
fase de calos) a inducdo de pro-embrides somaticos usando cotilédones como fonte de explantes
(MOURA et al., 2017). A formacdo de calos pode ocorrer através de diferentes explantes (raizes,
caules, folhas, flores etc.), iniciando pela indugéo (onde acontece a preparacgéo do tecido isolado
com a ativagdo do metabolismo para a desdiferenciagéo e divisdo celular), divisdo propriamente
dita (na qual as células dividem-se ativamente em células de tamanho menor, iniciando pelas
periféricas e posteriormente ocupando a regido central do explante) e, por fim, a desdiferenciacéo,
quando o tecido perde sua identidade histoldgica, as células tornam-se maiores, vacuolizadas, a
taxa de divisdo diminui e entdo ocorre o equilibrio entre a diviséo e a expanséao celular (SOUZA;
RESCAROLLI; NUNES, 2018).

2.3 Curva de crescimento de calos

Durante o cultivo in vitro, a importancia de se estabelecer a curva de crescimento de calos
de determinada espécie esta na identificacao das fases em que ocorrem processos fundamentais ao
estudo cinético do seu crescimento. A partir desse estudo, pode-se estabelecer o momento exato de
repicagem dos calos para um novo meio ou a possibilidade da sua utilizacdo em suspensfes
celulares, visando a producdo de metabdlitos secundarios em espécies medicinais (NOGUEIRA et
al., 2008).



22

Com a determinacdo das fases que definem o crescimento e desenvolvimento dos calos (lag,
exponencial, linear, desaceleracdo, estacionaria e declinio) é possivel estudar o indice mitético e
torna possivel estipular o intervalo médio dos subcultivos (STEIN et al., 2010).

E comum entre a maioria das espécies ja estudadas, verificar o chamado comportamento
sigmoidal da curva de crescimento, entretanto nem sempre contendo as seis fases anteriormente
apresentadas. Silva et al. (2020) em estudos de calogénese em Myracrodruon urundeuva Fr. All.
relataram a presenca de apenas cinco fases (lag, exponencial, linear, desaceleracédo e estacionaria)
durante o periodo de 56 dias. Em detalhes, a primeira fase (fase lag) se caracteriza como o periodo de
maior producdo de energia, correspondendo ao periodo em que as células se preparam para a
divisdo, visando sua expansdo. Neste momento é marcante a mobilizacdo de metabdlitos primarios
com a sintese de proteinas e compostos especificos. A fase exponencial é biossintética, ou seja,
acontece um aumento no crescimento dos calos devido a maxima taxa de divisdo celular,
caracteristica desse periodo. Na fase linear ha diminuicdo da divisdo celular, mas aumento de
volume celular. Em seguida inicia-se a fase de desaceleracdo, periodo ideal para transferéncia das
culturas de células para outro meio, momento em que deve ocorrer a repicagem dos calos em funcéo
da diminuicdo dos nutrientes no meio de cultura. Na fase estacionaria acontece a maior producéo
de metabdlitos secundarios e, por fim, a fase de declinio encerra a curva de crescimento com a
perda de peso das células devido a morte celular (CASTRO et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2008).

Os resultados obtidos ao se estabelecer a curva de crescimento de calos variam de acordo a
espécie, como descrito no estudo de calogénese em Lavandula angustifélia onde Bona, Santos e
Biasi (2012) verificaram que os calos atingiram a fase estacionaria em trés semanas de cultivo,
evidenciando a necessidade de troca de meio de cultura a cada trés semanas, aproximadamente, a
fim de manter o crescimento logaritmico das células. Ja Nogueira et al. (2008), verificaram que em
90 dias de cultivo houve crescimento exponencial dos calos de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.), depois disso, uma diminuigdo, coincidente com o inicio do processo de
desaceleracéo.

Além disso, estudos bioguimicos feitos com amostras de calos para identificar alteracdes
associadas ao metabolismo primario, como avaliacdo da dindmica no contetdo de carboidrato, por
exemplo, podem revelar a reserva prontamente disponivel ao seu crescimento, auxiliar no préprio
processo de cultivo in vitro e possui véarias aplicacbes em estudos fisiologicos, ja que 0s

carboidratos fornecem esqueletos de carbono e energia para a biossintese de compostos organicos
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envolvidos no metabolismo celular e, o conhecimento dos niveis destes, durante o desenvolvimento
do calos, contribui significativamente para ampliacdo do conhecimento no ambito da fisiologia
morfogenética (SANTOS et al., 2010).

2.4 Estudos histomorfoldgicos e potencial embriogénico em cultura de calos

A anélise histomorfologica é uma ferramenta de importante influéncia na otimizacéo e
validagdo de protocolos de organogénese e embriogénese somatica. Assim, visando compreender
aspectos estruturais envolvidos em culturas embriogénicas, estudos citolégicos buscam mostrar as
diferencas nas organizacges celulares e os padrdes que compreendem essa via de regeneracao entre
as espécies de plantas (SILVEIRA et al., 2013; VALE et al., 2014; STEINER et al., 2016).

Em cana de acucar (Saccharum officinarum), por exemplo, Silveira et al. (2013) verificaram,
através de ferramentas de andlise histomorfolGgica, as principais diferencas entre os calos que
podem ser considerados embriogénicos e aqueles ndo embriogénicos. Calos formados por
agrupamentos pequenos e isodiamétricos de células, que contém ndcleos proeminentes e
citoplasma denso, sendo estes aglomerados estruturas redondas e delimitadas por uma camada de
células organizadas, sdo considerados embriogénicos. Enquanto os calos ndo-embriogénicos
apresentam aspecto translicido com células grandes, altamente vacuoladas, alongadas e dispersas,
as quais ndo formam estruturas organizadas como as observadas em calos embriogénicos.

O estudo anatdbmico em massas celulares para deteccdo de potencial embriogénico é
extremamente necessario e conclusivo, possibilitando confirmar e monitorar a evolucédo das células
nas diferentes fases que caracterizam a embriogénese somatica. Em estudos com Vernonia
condensata, Rodrigues et al. (2020) verificaram, através do método histolégico e microscopia
eletronica de varredura, que as células dos segmentos foliolares e internodais nos meios de cultura
utilizados foram capazes de desdiferenciar-se, modificando suas estruturas embrionarias.

Da mesma forma, Moura et al. (2019) avaliaram, através de cortes anatdmicos e andlise
histoquimica, o efeito de diferentes intervalos de pulso de auxina na inducao de embrides somaticos
de Eucalyptus grandis x E. urophylla e descreveram o comportamento de calos embriogénicos sob
o efeito do estresse auxinico.

Os calos podem ser caracterizados de acordo com aspectos morfoldgicos e citolégicos por
meio de analises citoquimicas, de acordo com o protocolo de historesina Leica® modificado,
permitindo diferenciar células embriogénicas e ndo embriogénicas, como feito em explantes

radiculares de dendezeiro onde a analise histologica evidenciou o desenvolvimento primario de
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tecidos meristematicos durante a formacéo de embrides somaticos (VILELA et al., 2019). J& na
catingueira, que também é uma espécie lenhosa, ndo existem relatos de estudos com essa
finalidade.

E importante ressaltar a relevancia da suplementag¢do do meio de cultura com nitrogénio,
considerando que este elemento estd associado ao controle do crescimento, diferenciacdo e
morfogénese, o qual pode ser fornecido através de aminoécidos como a glutamina (WERNER et
al., 2010). Neste sentido, Pelegrini et al. (2013) verificaram que o uso desta fonte de nitrogénio
resultou em formacdo de embrides no estagio globular, quando utilizada em Ocotea porosa uma

espécie arbdrea pertencente a floresta ombrofila mista.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo dos experimentos

Os ensaios in vitro foram realizados no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV)
e as analises bioquimicas no Laboratdrio de Germinagdo (LAGER), os quais estdo alocados na
Unidade Experimental Horto Florestal (UEHF) pertencentes a Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS). Os estudos de anatomia dos calos foram feitos no Laboratorio de Biologia Celular
e Tecidual (LBCT), localizado na Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) Campos

dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

3.2 Germinagcao in vitro

Foram utilizadas sementes de C. pyramidale coletadas no distrito de Juremal (Latitude
9°43°51.12>’Sul e Longitude 40°21°02.52’Oeste) que esta inserido no dominio territorial do
municipio de Juazeiro — BA, as quais foram cedidas pela Embrapa Semiarido localizada no
municipio de Petrolina - BA. As sementes foram lavadas com agua e detergente neutro,
permanecendo em agua corrente por 10 minutos. Em seguida foi realizada a desinfestacdo em
etanol a 70% (1 minuto) e hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo) com duas gotas de detergente
neutro por 10 minutos e posteriormente, as sementes foram submetidas a lavagem por trés vezes
em agua destilada estéril. Ap0s este processo, foram inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 10 mL de meio de cultura WPM (Woody Plant Medium) de Lloyd & McCown (1980),

suplementado com 87,64 mM de sacarose e gelificado com 7 g.L* de 4gar.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 £ 0,1, antes da autoclavagem a uma

temperatura de 121° C por 15 minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
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temperatura de 25 + 3°C, fotoperiodo de 14 horas e radiacdo fotossintética ativa de 60 pmol.m2. s~
!, As plantas provenientes da germinagéo in vitro foram utilizadas como fonte de material vegetal

asséptico apos 45 dias.

3.3 Calogénese em explantes foliolares
3.3.1 Efeito da auxina 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), citocinina 6-benzilaminopurina (BAP)
e da Glutamina

Segmentos foliolares (+ 0,5 cm?), obtidos a partir dos folidlulos de C. pyramidale, foram
excisados nas extremidades longitudinais e posteriormente imersos em &cido ascérbico (1,14 mM)
por 10 minutos. Em seguida, os explantes foram inoculados em placas de Petri (90 mm x 15 mm)
contendo 30 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
diferentes concentrag6es de 2,4-D (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 uM), combinadas com concentracdes de BAP
(0,0;2,5¢ 5,0 uM) e glutamina (0,0; 0,34 e 0,68 mM). O meio de cultura foi acrescido com 87,64

mM de sacarose e gelificado com 7 g.L* de 4gar, tendo o seu pH ajustado para 5,7 + 0,1.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 4 x
3 x 3 (concentracdes de 2,4-D x concentracbes de BAP x concentracbes de glutamina), totalizando
36 tratamentos, cada um constituido por cinco repeti¢6es (placas), sendo cada repeticdo composta
por 5 unidades experimentais (cinco explantes). As culturas foram mantidas em camara de
incubacéo, tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand), com temperatura de 25 + 3° C, na auséncia
de luz. Apos 45 dias de cultivo foram avaliadas: porcentagem dos explantes que formaram calos
(ERFC%), massa fresca dos explantes com calos (MFEC), porcentagem da area do explante
recoberta por calos (ARC%) (de acordo com a seguinte escala visual: 0% — auséncia de calos,
aproximadamente 25%, aproximadamente 50%, aproximadamente 75% e 100% da area do
explante recoberta por calos), coloracdo (utilizando padrdes determinados pela RHS mini colour
chart onde cada cor possui um codigo padrdo (Royal Horticultural Society, 2005)) e textura
(percentual de calos fridveis, calos compactos ou calos com partes fridveis e compactas

simultaneamente).
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3.3.2 Pulso auxinico com 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
3.3.2.1 Inducéo de calos via pulso auxinico

Nesta primeira etapa, explantes foliolares obtidos a partir dos folidlulos de C. pyramidale
foram inoculados em baldes Erlenmeyer de 250 ml contendo 20 ml de meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) liquido, acrescido com 87,64 mM de sacarose e¢ 210 uM de 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e pH ajustados para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem a 121° C por 15
minutos. Os erlenmeyers continham 10 explantes cada, os quais foram mantidos em sala de
crescimento por 24, 48 e 72 horas, em pulso de auxina, na auséncia de luz, a uma temperatura de
25 £ 3°C, com agitagdo de 60 rpm para promover a oxigenagao no meio com pulso de auxina. A

partir desse material, foi realizada a etapa seguinte.

3.3.2.2 Transferéncia do material vegetal

O material que estava no meio de tratamento pulso foi transferido para dois diferentes tipos
de meio. O primeiro (contendo reguladores e glutamina com concentracdes definidas pelo melhor
tratamento obtido no item 3.3.1), meio MS semissélido, suplementado com 7,0 uM de 2,4-D, 5,0
uM de BAP e 0,68 mM de glutamina. O segundo (na auséncia de reguladores e glutamina), meio
MS semissolido apenas contendo sais e vitaminas. Ambos foram acrescidos de 87,64 mM de
sacarose e gelificados com 7 g.L* de &gar em frascos (60 x 15 mm) com volume de 30 mL cada.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 e em seguida 0 mesmo foi autoclavado a 121°
C por 15 minutos.

A transferéncia dos explantes que estavam no pulso de auxina foi feita apos 24, 48 e 72
horas de pulso. Apo6s a inoculacdo, todos os explantes foram mantidos na sala de cultura, no escuro,
a uma temperatura de 25 + 3°C. A avaliacdo foi realizada apés 56 dias de cultivo. O delineamento
foi inteiramente casualizado com oito tratamentos (Tabela 1), sendo 6 repeticdes (placas) e 5
explantes por repeticdo. Aos 56 dias avaliou-se: a porcentagem de explantes responsivos para
formagéo de calos (ERFC%) e porcentagem de oxidagéo (OXI%). O material foi fixado em FAA

70% e ap0s 72 horas conservado em alcool 70% para posterior analise histoldgica.
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Tabela 1: Resumo dos tratamentos de pulso auxinico onde o meio contendo reguladores refere-se a presenca de 7,0 uM de 2,4-D,
5,0 uM de BAP e 0,68 mM de glutamina enquanto o meio sem reguladores contém apenas, sais, vitaminas e sacarose. Feira de
Santana-BA, 2021.

TRATAMENTOS DESCRICAO

P1 Controle (Contendo reguladores)
P2 Controle (Sem reguladores)

P3 24h de pulso (Sem reguladores)
P4 48h de pulso (Sem reguladores)
P5 72h de pulso (Sem reguladores)
P6 24h de pulso (Contendo reguladores)
P7 48h de pulso (Contendo reguladores)
P8 72h de pulso (Contendo reguladores)

3.4 Curva de crescimento de calos

Para a construcdo da curva de crescimento foi utilizado meio de cultura MS suplementado
com 5,0 uM de BAP, 7,0 uM de 2,4-D e 0,68 mM de glutamina (melhor tratamento obtido no item
3.3.1) acrescido com 87,64 mM de sacarose e gelificado com 7 g.L! de &gar, tendo o seu pH
ajustado para 5,7 £ 0,1. A curva foi determinada pela quantificacdo da massa fresca (mg) dos
explantes com e sem calos, a partir do dia “zero” (explantes antes da inocula¢do) até completar 77
dias, em intervalos de 7 dias, totalizando 12 periodos. O percentual de crescimento dos calos foi
determinado por meio da equacdo: Pf — Pi/Pf x 100, onde Pi = Peso inicial e Pf = Peso final de
calos (SMITH, 1992). Foram utilizadas quatro repeti¢des, sendo cada repeticdo constituida por

cinco unidades experimentais (cinco calos).

3.5 Analises do contelido de carboidrato

As amostras para a determinacdo de carboidratos foram retiradas em cada periodo de
incubac¢do (em intervalos de 7 dias), contados a partir do dia “zero” (explantes antes da inoculagao).
A quantificacdo bioquimica realizada foi baseada na metodologia descrita por Nogueira et al.
(2007) com modificacGes. Para determinagdo dos acucares redutores (AR) e agUcares soluveis
totais (AST), foram utilizados 100 mg de explantes frescos e estes foram macerados com auxilio
de almofariz e pistilo em 10 mL de &gua destilada. Em seguida foram colocados em tubo de
centrifuga e permaneceram em banho-maria a temperatura de 40°C por 30 minutos e logo apos,
foram submetidos a centrifugacéo por 15 minutos a 25°C e 3000 rpm.
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O sobrenadante foi recolhido e congelado (+ -6 °C) para posterior anélise. A quantificacdo
dos AST foi realizada pelo método de Antrona (YEMM; WILLIS, 1954) e do AR pelo método do
DNS (MILLER, 1959), utilizando solucdo de glicose como padrdo. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro Uv-Vis a 540 nm para AR e 620 nm para AST. O equipamento foi
zerado com o branco (0,5 mL de &gua destilada no lugar da amostra) sendo a quantificacdo baseada

em curva padréo para glicose.

As concentracGes de sacarose foram determinadas pela diferenca entre os teores de agucares
solUveis totais e agucares redutores, multiplicada pelo fator 0,95 (MARTIM, 2003).

3.6 Analises histomorfoldgicas dos calos

Foram realizadas avaliagdes histomorfologicas por meio de microscopia éptica nas
amostras de calos obtidos a cada periodos da curva de crescimento, assim como nos calos
resultantes do experimento com pulso de auxina, visando caracterizar a presenca de células em
divisdo com caracteristicas embriogénicas e/ou embrides somaticos. Dessa forma, as amostras
foram fixadas em FAA 70% durante 72 horas e apds a fixacdo, as amostras foram progressivamente
desidratadas em série etandlica (70, 90 e 100%), para cada série foram realizadas duas lavagens,
de 1 hora cada.

Apbs a desidratacdo, as amostras foram infiltradas com historesina e etanol 100% (1:1)
durante 12h, e subsequentemente, com historesina pura durante 24h, e em seguida foram
emblocadas em historesina (Leica Microsystems®). Sec¢des longitudinais (com aproximadamente
7 wm) das amostras embebidas foram obtidas com micrétomo rotatério (Leica RM2235®),
utilizando lamina descartavel (Leica 818®). As secg¢des histologicas foram montadas em laminas
e coradas com azul de toluidina (1%) durante 1 minuto. As amostras foram observadas em
microscopio optico Axioplan (Zeiss), e as imagens foram obtidas com camera Axioncam MRc5

(Zeiss) e processadas com auxilio de Software AxioVision LE Verséao 4.8 (Zeiss).

3.7 Andlise Estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente por meio do Software R (v.3.5.3) com auxilio
do aplicativo de apoio RStudio. Estes foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
de variancias, sendo Shapiro-Wilk e Bartlett a 5% de probabilidade, respectivamente. Em seguida,
foi realizada a analise de varidncia. No item “3.3.1”, as médias originais foram submetidas a

regressao; ja no item “3.3.2”, utilizou-se 0 teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

e Efeito da auxina 2,4-D, da citocinina BAP e da Glutamina

A anélise de variancia demonstrou efeito altamente significativo (p<0,01) do fatorial triplo
“2,4-D x BAP x GLUT” para todas as variaveis analisadas (Tabela 1).

Tabela 2: Resumo da analise de variancia para explantes responsivos para a formacao de calos (ERFC%), massa fresca
dos explantes com calos (MFEC) e area do explante recoberta por calos (ARC%) aos 45 dias, obtidos a partir de
explantes foliolares de Cenostigma pyramidale [Tul.] submetidas a diferentes concentracfes de 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), 6-benzilaminopurina (BAP) e da Glutamina (GLUT). Feira de Santana-BA, 2021.

FV GL Quadrados médios

ERFC* MFEC* ARC*
2,4-D 3 6,17** 476,02** 3,30**
BAP 2 5,52** 1142,14** 6,48**
GLUT 2 0,53* 60,65** 0,33*
2,4-D x BAP 6 0,37* 9,48™ 0,29**
2,4-D x GLUT 6 0,25M 34,83* 0,20
BAP x GLUT 4 0,12 14,49 0,12"
2,4-DxBAP xGLUT 12 0,51%* 51,23** 0,35**

Residuo 144 0,15 12,19 0,09
CV(%) 38,69 34,36 43,11

% s Gignificativo ao nivel de 1%, 5% de probabilidade e n&o significativo pelo teste F respectivamente. 2 Dados
transformados pela fungio (x + 1)°5. * Dados transformados em arco-seno v/%.

Ao analisar a porcentagem de explantes responsivos para a formacédo de calos (ERFC%),
verificou-se que na auséncia de glutamina foi constatado comportamento quadratico ascendente
(Figura 2A) tanto em meio isento (p< 0,05) de BAP, quanto na maior concentracdo (p< 0,01) da
mesma. A resolucdo da equacdo polinomial indica que o ponto de méxima (87,85%) para “ERFC
(%) na auséncia da citocinina, é atingido com a utilizacdo do valor calculado de 7,1 uM de 2,4-
D. J& na maior concentracdo de BAP testada (5,0 pM), o ponto de maxima estimado (109,76%) é
alcangado com a utilizagéo de 7,0 uM de 2,4-D (Figura 2A).
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Glutamina BAP (0,0 uM) y = -1,3673x2 + 19,418x + 18,909 Rz = 0,6255* A
(0,0 mM) B8 BAP (2,5 uM) y = -2,24x + 96,8 R2 = 0,8265*
BAP (5,0 M) y = -1,2509x2 + 17,527 + 48,364  R2 = 0,8915%*
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(0,684 mM) @ BAP (25uM) y=-1,7018x2 + 19,135x + 45,127 R = 0,828**
BAP (5,0 uM) y = -1,92x2 + 26,56x + 24,8 R2=0,9378**
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Figura 2: Explantes responsivos para formacdo de calos (ERFC%) obtidos a partir de segmentos foliolares de
Cenostigma pyramidale [Tul.] aos 45 dias de cultivo em meio de cultura MS contendo diferentes concentracfes de
BAP, 2,4-D e Glutamina (",**,*, ndo significativo e significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F,

respectivamente). Feira de Santana - BA, 2021.
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Em meio contendo 0,34 mM de glutamina, a variavel porcentagem de explantes que
formaram calos apresentou comportamento quadratico ascendente (p< 0,01) na auséncia e na
presenca 2,5 UM de BAP, demonstrando pontos de maxima 87,80% e 107,85% nas concentracdes
estimadas de 6,7 e 6,1 UM de 2,4-D, respectivamente (Figura 2B). Na maior concentracao de BAP
testada (5,0 uM) ndo foi possivel o ajuste de um modelo matematico significativo.

Na maior concentragdo de glutamina testada (Figura 2C), a variavel “ERFC (%)”
apresentou comportamento quadratico ascendente (p< 0,01) para todas a concentra¢fes de BAP
testadas, assim, a solu¢do da equacéo resultou nos seguintes pontos de maxima: 74,41% (0,0 uM
de BAP), 95,66% (2,5 UM de BAP) e 116,65% (5,0 uM de BAP), os quais estdo associados,
respectivamente, as concentracdes de 7,1 uM, 5,6 uM e 6,9 UM da auxina 2,4-D.

As plantas possuem um sistema de sinalizacao que as possibilita perceber e responder aos
sinais do ambiente, os quais sdo mediados por hormdnios vegetais como as auxinas e citocininas,
possuindo funcdes essenciais em processos celulares como divisdo, expansdo e diferenciacao,
eventos considerados vitais ao crescimento e desenvolvimento (NORDSTROM et al. 2004).

Dessa forma, estes horménios podem ser classificados como compostos quimicos
enddgenos de facil transporte entre células responsivas, sendo diretamente associados a eventos
como o controle da atividade génica na transcrigdo e na tradugdo (GUERRA, TORRES E
TEIXEIRA, 1999); assim, € provavel que estes grupos de células responsivas sejam caracterizadas
pela presenca de receptores que se ligam ao hormonio e entdo iniciam a resposta na célula, teoria
que pode fundamentar a resposta obtida neste estudo quanto a capacidade das células em responder
aos estimulos da inducéo a calogénese.

As auxinas sdo reguladores responsaveis pelo alongamento celular e por favorecer a
calogénese em tecidos vegetais, enquanto as citocininas induzem a expanséo celular por meio da
multiplicacdo de células vegetais (ASMAR, 2011). Quando o nivel de auxina em relacdo ao de
citocinina é alto, ocorre formagao de raizes. Em condicgdo contraposta, ocorre a formag&o de brotos
e quando as proporcdes sdao semelhantes, € produzida massa de calo (KRIKORIAN, 1995). A
interacdo entre auxinas e citocninas pode ser sinergistica, antagonica ou aditiva, evidenciando a
complexidade presente na troca de sinais do metabolismo vegetal, que também é dependente da
espécie e do tecido vegetal em questio (NORDSTROM et al. 2004).

Semelhante ao observado neste trabalho, Reis et al. (2017) combinaram o uso da auxina
2,4-D com a citocinina CIN (cinetina) em explantes foliares e interdonais de Alternanthera
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brasiliana (L.) Kuntze e perceberam que a taxa maxima (100%) de formacdao de calos em explantes
foliares no periodo de 30 dias, foi alcangado com a utilizagdo de 4,53 uM de 2,4-D combinado com
4,65 uM de CIN. Ja Santos et al. (2016) verificaram a maior porcentagem (100%) de inducéo de
calos em folhas Piper permucronatum Yunck. na combinacgéo de 4,52 uM de 2,4-D e 4,44 uM de
BAP. E valido ressaltar que grande parte dos estudos de calogénese s&o delineados com a utilizagéo
da auxina 2,4-D, isso devido a sua caracteristica “potente” na induc¢do de calos (GOMES-
COPELAND et al., 2018; KHAN et al., 2018), ja que atua no metabolismo do RNA (Acido
ribonucleico), estimulando a transcricdo de RNAs mensageiros capazes de decodificar para o
crescimento e que podem induzir a proliferacéo celular desordenada (GEORGE et al., 2008).

Além da adicdo da citocinina combinada com a auxina, o uso da glutamina também pode
ter influenciado positivamente nos resultados, assim como relatado por Silva et al. (2020) em
culturas calogénicas de Myracrodruon urundeuva, no entanto, diferente do observado nesse estudo,
0s autores revelaram a presenca de formacGes globulares, que poderiam ser indicios de potencial
embriogénico.

Utilizar a glutamina no meio de cultura, embora seja um tema pouco abordado na literatura,
possui relacdo com a inducdo de embrides somaticos, como pode ser visto no trabalho de Lino et
al. (2008) o qual buscou avaliar o efeito da glutamina na inducdo de embrifes somaticos a partir
de inflorescéncias masculinas em bananeiras tripldides (Musa sp), no qual os autores relataram
que, em relagdo a bananeira ‘Maga’, houve formacdo de embrides somaticos de coloracao
esbranquicada nas concentracdes de 0,342, 0,684 e 1,026 mM de glutamina com frequéncias de
60%, 50% e 40%, respectivamente. Por outro lado, Lopes et al. (2016), verificaram que a utilizacédo
apenas da glutamina néo exerceu influéncia no desenvolvimento dos calos de Hilocereus undatus,
ndo apresentando diferencas visiveis nem estatisticas, no entanto esses autores constataram que a
suplementacdo do meio de cultura com 2,4-D e glutamina induziu a formacéo de calos.

Analisando a variavel massa fresca dos calos (MFEC), em meio isento de glutamina,
verificou-se comportamento quadratico ascendente (p< 0,01) na presenca da citocinina BAP
(Figura 3A).
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Glutamina BAP (0,0 uM) y = 11,435 + 10,872 R2 = 0,5635* A
(0,0 mM) 8 BAP (2,5uM) y=-50246x2 + 68,16x + 43,985 R2=0,0877**
l

BAP (5,0 uM) y =-7,4281x2 + 95,157x + 32,16 R2=0,9025**
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Figura 3: Massa fresca dos explantes com calos (MFEC) obtida a partir de segmentos foliolares de Cenostigma
pyramidale [Tul.] aos 45 dias de cultivo em meio de cultura MS contendo diferentes concentra¢Ges de BAP, 2,4-D e
Glutamina (™,**,*, ndo significativo e significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente). Feira de Santana - BA, 2021.
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A resolucéo da equagdo polinomial indica que os pontos de maxima estimados de 275,20
mg (2,5 UM de BAP) e 336,90 mg (5,0 uM de BAP) séo atingidos com os valores calculados de
6,78 e 6,40 uM de 2,4-D, respectivamente. Na auséncia de BAP, a varidvel apresenta
comportamento linear crescente (p<0,05) (Figura 3A). A massa fresca dos calos em meio contendo
0,342 mM de glutamina demonstrou comportamento quadratico ascendente (p< 0,05) na presenca
de 2,5 UM de BAP. Estima-se que o ponto de maxima de 253,17 mg seja obtido com o uso de 6,54
UM da auxina 2,4-D (Figura 3B). Para as demais concentracdes de BAP testadas, ndo foi possivel
0 ajuste de um modelo matematico significativo. Analisando a maior concentragédo (0,68 mM) de
glutamina testada em relagdo as concentragdes de citocinina e auxina, observa-se ajuste de um
modelo matematico significativo apenas na presenca de 5,0 uM de BAP, onde a varidvel demonstra
comportamento linear crescente (p< 0,01) (Figura 3C).

As divisdes celulares necessarias ao crescimento e desenvolvimento dos calos cultivados in
vitro possuem correlacdo positiva com a sintese de biomassa. Santos et al. (2014) em culturas de
Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis observaram que o incremento de massa fresca foi
dependente da suplementacdo com auxina (2,4-D) e citocinina (BAP) para inducdo de calos em
explantes foliares, assim como visto neste trabalho, onde o efeito da auxina combinada com a
citocinina foi benéfico para o acimulo de massa fresca nos calos.

Além da utilizacdo de reguladores de crescimento, existem outros fatores que influenciam
no processo de calogénese e no desempenho dos calos quanto ao acimulo de massa fresca, dentre
eles o gendtipo, tipo de explante e o ambiente de cultivo (FERREIRA; PASQUAL; REZENDE,
2007). Copeland (2015), por exemplo, testando diferentes concentracoes de 2,4-D (4,5; 9,0; 13,5;
18,0; 22,5 uM) na indugédo de calos em diferentes acessos de Poincianella pyramidalis, verificou
que a producdo de massa fresca dos calos oriundos de explantes foliares variou entre 0s acessos
utilizados, muito provavelmente pela variabilidade genética que influenciou na diferenca entre as
taxas de massa fresca, além do efeito da auxina, responsavel pelo inicio da divisdo celular e pelo
controle dos processos de crescimento e alongamento celular (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Silva et al. (2020) avaliando o efeito da auxina 2,4-D, da citocinina CIN (cinetina) e da
glutamina na calogénese de Myracrodruon urundeuva verificaram que ao adicionar 2,5 uM de
CIN, 2,5 uM de 2,4-D associados com 0,68 uM de glutamina no meio de cultura, foi alcangada a
maior média (166,73 mg) de massa fresca a partir de explantes foliares da espécie enquanto que 0
aumento das concentragdes (5,0 uM de CIN, 5,0 uM de 2,4-D e 1,37 uM de Glutamina) no meio
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de cultura foi suficiente para reducdo do contetdo de massa fresca, resultando em 144,15 mg de
biomassa. Estes resultados evidenciam a presenca de um ponto critico, ou seja, até determinada
concentracdo existe uma maxima no ganho de massa fresca. Todavia, neste estudo com a
catingueira, a presenca de 0,684 mM de glutamina em combinacdo com auxina 2,4-D e 5,0 uM de
BAP, resultou em comportamento linear crescente, sugerindo que o ganho de massa fresca em
meio contendo os reguladores e a glutamina tende a aumentar & medida que as concentracdes
também séo elevadas.

Para a porcentagem da area do explante recoberto por calos (ARC%) foi constatado
comportamento quadratico ascendente em meio isento de glutamina quando utilizada a maior
concentracdo de BAP (5,0 uM) (p< 0,05) resultando em um ponto de maxima estimado de 99,95%
com o uso de 7,3 UM de 2,4-D (Figura 4A).

Na presenca da glutamina (Figura 4B), a variavel apresentou comportamento quadratico
ascendente (p< 0,01) em meio contendo 2,5 uM de BAP com maxima de 93,40% obtida no valor
calculado de 6,4 pM da auxina 2,4-D. O uso de 0,68 mM de glutamina, na presenca de BAP,
demonstrou comportamento quadratico ascendente (p< 0,01) para a variavel em estudo, sendo que
a resolucdo da equacdo polinomial resultou em méaximas de 93,58% (2,5 UM de BAP) e 102,63%
(5,0 uM de BAP) obtidos em meio contendo 5,7 e 7,5 uM da auxina, respectivamente (Figura 4C).

Analisando os resultados verifica-se que o aumento nas concentracdes de 2,4-D testadas até
certo ponto, bem como a elevagéo nas concentracfes de BAP, favorecem o aumento da calosidade
na area foliar, possibilitando concluir que, para a C. pyramidale, foi preponderante a presenca de
ambas as classes de fitorreguladores na inducao da calogénese e, consequentemente, extensdo de
tecido contendo calo ao longo do explante (Figura 4).

Dessa maneira, é importante destacar que quando os explantes apresentam zonas de tecidos
meristematicos, apresentam também uma maior formacéo de células de calo, isso porque as regides
meristematicas sintetizam quantidades de auxinas, que combinadas a citocinina do meio de cultura
promovem uma maior proliferacdo celular, fato este que pode explicar o ocorrido neste estudo.
Alguns tecidos como a folha, por exemplo, evidenciam uma maior dependéncia de reguladores de
crescimento no meio de cultura, enquanto outros sintetizam as quantidades que necessitam
(CALDAS, HARIDASAN e FERREIRA, 1998).
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Figura 4: Area do explante recoberta por calos (ARC%) obtida a partir de segmentos foliolares de Cenostigma
pyramidale [Tul.] aos 45 dias de cultivo em meio de cultura MS contendo diferentes concentra¢Ges de BAP, 2,4-D e
Glutamina (",**,*, ndo significativo e significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente). Feira de Santana - BA, 2021.
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Os resultados encontrados foram opostos aos obtidos por Rocha (2014) em estudos de
inducdo de calos em Cissus verticillata, nos quais verificou-se que as maiores porcentagens da area
do explante recoberta por calo foram obtidos na presenca de 4,44 ¢ 17,76 uM de BAP na auséncia
do 2,4-D, onde todos os explantes apresentaram entre 75 e 100% da area foliar coberta por calos.
Por outro lado, Nogueira et al. (2007) relataram a maior percentagem de &rea do explante coberta
por calos (99,18%) em Byrsonimia intermedia A. Juss, com a utilizagdo 10,87 uM de 2,4-D. Em
Capsicum. chinense Jacqg., 0 meio suplementado com 9,05 uM de 2,4-D induziu 100% da area do
explante recoberta por calo em segmentos nodais e internodais. Entretanto, para explantes foliares
a combinag&o mais eficiente ocorreu entre 4,5 uM de 2,4-D + 11,11 uM de BAP, alcangando um
percentual de 77% de area contendo calos (SMOZINSKI; SANTOS, 2019).

Em relacdo a coloracdo dos calos, as cores variam desde tons mais claros até mais escuros
com aspecto de oxidado (Figura 5). De modo geral, mais de uma cor acaba representando o
tratamento em si, afinal, calos sdo células que em razdo da variabilidade genética se desenvolvem

apresentando caracteristicas variadas como é o caso da coloragao.

Figura 5: Diversidade de cores relacionadas aos tratamentos de inducdo a embriogénese somatica em calos de
Cenostigma pyramidale [Tul.] aos 45 dias de cultivo em meio MS, acrescido de diferentes concentra¢des da citocinina
BAP, da auxina 2,4-D e da Glutamina. Feira de Santana - BA, 2021.

No que se refere a textura, verificou-se calos fridveis, compactos e calos com partes friaveis
e compactas simultaneamente (Tabela 2). No geral, os calos de catingueira apresentam, em sua
maioria, regides compactas e friaveis no mesmo calo, dificilmente mantendo um padrdo dominante
de apenas caracteristica fridvel ou compacta em um quantitativo que seja significativo.

Quando relacionada a textura com a coloragao, observou-se que as maiores taxas de calos
compactos foram obtidas na coloragdo 157B, 155C E 152B, ja o maior percentual de calos fridveis

esta associado, de forma geral, as cores 152B e 157B (Tabela 2).
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A obtencdo de calos friaveis € importante na propagacao in vitro quando se objetiva o
cultivo de células em suspensdo, pois sdo mais facilmente separaveis (COSTA et al., 2008); além
disso, segundo Vasconcelos et al. (2012), calos fridveis sdo mais promissores a embriogénese
somatica por conter células arredondadas e com caracteristicas meristematicas.

J& os calos compactos que sdo mais coesos e possuem celulas vacuoladas com parede
celular mais espessa, tendem a expressar maior potencial organogénico. Quanto a fonte do
explante, haverd maior sucesso se forem utilizados tecidos jovens, 0os quais possuem maior
competéncia organogénica. Na composicdo mineral do meio de cultura, os reguladores de

crescimento serdo os fatores decisivos (BARRUETO, 2014).

Tabela 3: Coloragdo dos calos, porcentagem de calos fridveis (%CF), calos compactos (%CC) e calos com partes
friaveis e compactas (%CFC) obtidos a partir de segmentos foliolares de Cenostigma pyramidale [Tul.] aos 45 dias
inoculados em meio de cultura MS suplementado com diferentes concentragdes da citocinina BAP, da auxina 2,4-D e
da Glutamina.

BAP (uM) 2,4-D (UM) Coloragso %CF %CC  %CFC

Glutamina 0,0 mM

0,0 N199A - 8 -
0,0 25 155C 0 76 8
5,0 155C/157B 4 44 12
10,0 202A/152B 20 12 48
0,0 200C 20 56 16
2,5 1528 8 12 76
25 5,0 152B/157B 56 - 32
10,0 N155A 12 - 60
0,0 200C - 36 8
5,0 2,5 1528 - 40 56
5,0 152D/152B 0 48 48
10,0 152B/N199A 40 8 52
Glutamina 0,342 mM
0,0 - ; ; _
0,0 2,5 155C - 28 28
5,0 1578 4 40 36

10,0 157B/152B - 56 12
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2,5 0,0 157B - 20 12
2,5 152B 12 - 84

5,0 152B - 48 48

10,0 152D 16 36 28
0,0 155C - 64 24

5 0 2,5 N199A 24 - 68
’ 5,0 200C/N199A 4 52 40
10,0 N200C 28 32 36
Glutamina 0,684 mM

0,0 - - - -

0,0 2,5 155C - 56 -
5,0 152D/157B 28 12 20

10,0 202C 16 20 12

0,0 157B - 32 8

2,5 2,5 157B - 24 72
5,0 152D/157B - 28 60

10,0 157B 4 16 48

0,0 152D - 8 12

2,5 152D/N199A 8 36 48

5,0 5,0 152D - 24 76
10,0 157B 16 24 60

Diferentemente do resultado relatado acima, os estudos de calogénese em Segurelha

(Satureja hortensis L.) realizados por Navroski et al. (2012) relataram que a maior formacao de

calos fridveis se deu com a adicdo da auxina ANA na auséncia da citoninina BAP. Por outro lado,

Santos et al. (2005), avaliando a inducdo de calos fridveis em explantes foliares de Salix (Salyx

humboldtiana Willd) constataram que o aumento da concentracdo da auxina 2,4-D promoveu um

aumento crescente na porcentagem de explantes que formaram calos fridveis, obtendo uma

porcentagem de aproximadamente 90% de explantes com estes calos. Costa et al. (2008) em

estudos sobre a influéncia de auxinas e tipos de explantes na indugdo de calos fridveis em Piper

hispidinervum C. DC verificaram que o maior percentual de calos friaveis formados em Piper

hispidinervum é obtido em explantes foliares cultivados em meio acrescido da auxina ANA e 2,4-

D em altas concentragdes (59 e 101,80 uM), causou fitotoxidade aos explante.
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Semelhante ao verificado neste trabalho com a C. pyramidale, Silva (2017) trabalhando
com calogénese em aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) verificou que os calos se
apresentaram com cores que variaram entre marrom, verde e escuro (tons de cinza e preto,
oxidados) na maioria dos tratamentos, e em relacdo a textura, a autora revelou a presenca de calos
fridveis, compactos e ainda calos com parte friaveis e compactas. Entretanto, diferente do
observado para catingueira, boa parte dos tratamentos apresentou textura friavel. J& Menezes et al.

(2012), observaram formacéo de calos em Saccharum spp. com textura friavel e coloracdo amarela.

e Inducdo de calos via pulso auxinico com 2,4-D

A analise de variancia do experimento de induc¢édo de calos via pulso auxinico revelou
efeito altamente significativo (p<0,01) da interagdo “Pulso x Reguladores” para a variavel
explantes responsivos para formacgéo de calos (ERFC%) e significativo (p<0,05) para a variavel
oxidacdo (OXI) (Tabela 3).

Tabela 4: Resumo da andlise de variancia para explantes responsivos para a formacéo de calos (ERFC%) e oxidacdo
(OX1%), aos 56 dias de incubacéo, relacionados ao pulso de 2,4-D durante 0, 24, 48 e 72 horas na presenca e/ou
auséncia de 5,0 uM de BAP, 7,0 uM de 2,4-D e 0,684 mM de glutamina, em explantes foliolares de Cenostigma
pyramidale [Tul.]. Feira de Santana-BA, 2021.

FV GL Quadrados médios
ERFC 0)4|
PULSO 3 0,35™ 0,33™
REGULADORES 1 1,50* 0,25"™
PULSO X REGULADORES 3 1,55** 0,72*
Residuo 40 0,24 0,23
CV(%) 65,61 85,58

% s Significativo ao nivel de 1%, 5% de probabilidade e néo significativo pelo teste F respectivamente. Dados
transformados em arco-seno v%.
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Ao analisar a varidvel porcentagem de explantes que formaram calos, foi verificado que
entre as maiores médias, houve diferenca estatistica quando analisado apenas a presenca e/ou
auséncia dos reguladores de crescimento testados em relagdo aos tempos de exposicao em pulso de
auxina (Figura 6).
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Figura 6: Explantes que formaram calos (%) de acordo aos respectivos periodos (0, 24, 48 e 72 horas) de pulso auxinico
em segmentos foliolares de Cenostigma pyramidale [Tul.] utilizando meio de cultura MS na presenca e/ou auséncia
da combinacdo 5,0 uM de BAP, 7,0 uM de 2,4-D e 0,684 mM de glutamina apds 56 dias de cultivo in vitro. Médias
seguidas pela mesma letra mintscula comparam as horas de pulso auxinico e maitscula quanto a presenca ou auséncia
de reguladores em relagdo ao periodo de pulso, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Scott Knott. Feira de Santana - BA, 2021.

Entretanto, o estudo revelou comportamento crescente quanto ao percentual de formacéo
de calos até 48 horas de pulso auxinico na auséncia dos reguladores de crescimento (Figura 5),
resultado este que pode viabilizar o uso do pulso auxinico para inducéo de calos em C. pyramidale
e que, por outro lado, evidencia o efeito negativo da combinacdo do pulso de auxina com o0s
reguladores de crescimento diluidos no meio de cultura, ja que apés 24h de pulso auxinico ,em
meio contendo reguladores de crescimento, a taxa de indugdo de calos diminuiu, bem como caiu
drasticamente ap0Os 48h de pulso auxinico em meio isento de reguladores, indicando possiveis
efeitos negativos da exposicdo do material vegetal a niveis elevados de fitorreguladores.

Tratamentos com pulso de auxina, embora ainda pouco utilizados na indugéo de calos, esta
intimamente relacionado com o estimulo necessario as células dos tecidos vegetais para aquisi¢éo
de competéncia embriogénica, como visto neste estudo. Alguns autores que também utilizaram o

pulso de auxina na morfogénese, relatam que a utilizacdo deste tipo de tratamento pode ser feita
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em algumas horas ou até dias, a depender do objetivo (SHARMA et al., 2007; ZAYTSEVA,
POLUBOYAROVA; NOVIKOVA, 2016).

Em alguns casos, utilizar este método tem como objetivo minimizar os efeitos negativos
relacionados a morfologia das plantas propagadas in vitro, visto o longo tempo de exposicdo aos
fitormonios, que resulta, muitas vezes, em problemas como hiperidricidade e fasciagédo (FAISAL,
2012). Para o estudo desenvolvido por Moura et al. (2019), o tratamento com pulso de auxina foi
testado como um gatilho para a célula, uma forma de estresse visando embriogénese somaética, ja
que o pulso enddgeno da auxina pode ser um dos sinais primarios para a inducdo de embriogénese
somatica, e, dessa maneira, exposicdo exdgena a niveis elevados de auxina também podem trazer
resultados satisfatdrios. Ainda neste estudo citado, os autores relataram que o tratamento de pulso
auxinico utilizando picloram (207,02 uM) pode ser utilizado como fonte inicial de estresse para a
aquisicdo de competéncia embriogénica em explantes cotiledonares de Eucalyptus grandis x E.
urophylla onde as melhores médias para inducdo do calo embriogénico foram obtidas com até 48h
de pulso.

Outros estudos utilizando auxina na inducdo de calos com potencial embriogénico, sugerem
que o estresse estimulado pelo fornecimento de altas doses de auxina exdgena tem influéncia
positiva, ativando mecanismos para expressao genética das células, no entanto, ap6s a inducgéo, o
desenvolvimento posterior dos embrides depende da retirada do material da exposi¢éo por auxinas
ou reducdo da concentracdo, isto porque as células embrionarias em desenvolvimento também
produzem alguns mMRNAs e proteinas que inibem o desenvolvimento futuro da embriogénese em
meios suplementados de auxina (KRISHNAN; SIRIL, 2017; YANG E ZHANG, 2010). Sharma et
al. (2007) utilizando o pulso de auxina na embriogénese somética de batata (Solanum tuberosum
L.) cv. Desiree afirmaram que apesar do tratamento pulso néo ter reduzido o periodo necessario
para o processo de embriogénese somatica na batata, no que tange a aplicabilidade do método
visando operag0es comerciais, a abordagem apresentada oferece potencial, considerando que a
embriogénese somatica € uma ferramenta eficaz na multiplicacdo massal de gendtipos de elite.

A morfologia dos calos submetidos ao tratamento pulso, em geral, ndo difere dos calos

obtidos com uso continuo dos reguladores de crescimento vegetal (Figura 7).
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Figura 7: Aspectos morfoldgicos dos calos submetidos aos diferentes tratamentos de pulso auxinico (0, 24, 48 e 72h)
em meio isento de reguladores e meio contendo a combinacéo de reguladores resultante do melhor tratamento obtido
no experimento anterior utilizando explantes foliolares de C. pyramidale aos 56 dias de cultivo in vitro. Barras = 25

puM. Feira de Santana - BA, 2021.

Os calos oriundos de tratamentos com pulso de auxina conservam caracteristicas estruturais

(presenca de regiGes friaveis e compactas no mesmo calo) e mantém o padréo de coloragdo obtido

nos tratamentos de calogénese com uso continuo dos reguladores de crescimento, exceto nos

tratamentos de 24 e 48h de pulso auxinico em meio isento de reguladores, onde os calos, em sua

maioria compactos, apresentavam coloracéao clara e regides com formacdes globulares evidentes.

Todavia, ao submeté-los a analise morfohistoldgica, ndo foi possivel identificar a presenca de
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células com caracteristica meristematica; no geral, verificou-se células desorganizadas, vacuoladas

e sem nucleo aparente (Figura 8).

Figura 8: Aspectos histoldgicos de amostras de calos submetidos aos diferentes tratamentos de pulso auxinico partindo
de explantes foliolares de C. pyramidale aos 56 dias de cultivo in vitro. Barras = 100 puM. Feira de Santana - BA, 2021.

A relagdo entre o percentual de formagdo de calos e ocorréncia de oxidagdo no calo é
inversamente proporcional, ou seja, as maiores taxas de oxidagdo ocorrem justamente naqueles
tratamentos onde a porcentagem de explantes responsivos para formacdo de calos foi menor.
Embora ndo haja diferencga estatistica entre os tratamentos de pulso auxinico na auséncia dos
reguladores de crescimento vegetal, o tratamento controle (sem o estimulo do pulso auxinico)
apresentou elevada taxa de oxidacdo, evidenciando a importancia dos reguladores de crescimento
vegetal na inducdo dos calos. Em meio contendo a combinagdo de reguladores de crescimento

vegetal e glutamina, verificou-se comportamento crescente do percentual de oxidacdo & medida
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gue aumentou o tempo de exposi¢ao ao pulso auxinico, sendo que neste caso, 48 e 72h registram
as maiores taxas de oxidacdo e diferem estatisticamente do 0 e 24h de pulso auxinico (Figura 9).
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Figura 9: Oxidac@o (%) em calos de acordo aos respectivos periodos (0, 24, 48 e 72 horas) de pulso auxinico em
segmentos foliolares de Cenostigma pyramidale [Tul.] utilizando meio de cultura MS na presenca e/ou auséncia da
combinacdo 5,0 UM de BAP, 7,0 uM de 2,4-D e 0,68 mM de glutamina apds 56 dias de cultivo in vitro. Médias
seguidas pela mesma letra mintscula comparam as horas de pulso auxinico e maitscula quanto a presenca ou auséncia
de reguladores em relagdo ao periodo de pulso, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Scott Knott. Feira de Santana - BA, 2021.

Em espécies lenhosas é comum a ocorréncia de compostos fendlicos, que podem estar
ligados a processos de regulacdo de crescimento, especialmente as auxinas que, dependendo da
concentracdo enddgena no tecido, induzem a sintese desses compostos (BASSAN et al., 2006).
Além disso, a oxidacao fendlica tende a dificultar o estabelecimento inicial do cultivo in vitro, pois
algumas enzimas oxidam os fendis formando quinonas, as quais sdo responsaveis pela coloragdo
marrom das culturas, além de causarem a inibicdo do crescimento e a morte dos explantes em
grande nimero de espécies (BASSAN et al., 2006).

O uso do 2,4-D, considerada uma auxina potente, pode afetar a oxidacao diretamente, como
nos resultados obtidos por Silva et al. (2009), nos quais foram verificados que quanto maior o
tempo de exposi¢do a auxina, maiores foram as taxas de oxidacdo na tentativa de induzir calos em
Coffea arabica L. Por outro lado, a oxidacdo de explantes cotiledonares em Eucalyptus grandis e
E. urophylla em estudos de inducéo a embriogénese somatica foi considerada pelos autores como

um sinal de formac&o de calos embriogénicos, uma vez que a porcentagem destes calos aumentou
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proporcionalmente a ocorréncia de oxidagdo (MOURA et al., 2019). E importante estudar o efeito
da oxidacdo fenodlica, principalmente em espécies lenhosas, visto que este processo metabolico
tende a ser negativo quando causa a morte do explante ou do calo, mas pode ser benéfico como no

estudo citado anteriormente.

e Curva de crescimento e histologia de calos

Analisando a curva de crescimento dos calos, verificou-se padrdo sigmoidal, com cinco
fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleracdo e declinio (Figura 10).

Neste estudo, a primeira fase, conhecida como fase lag, ocorreu até o 7° dia (Figura 10) e
representou um percentual de 88,99% de crescimento, que pode ser considerado elevado quando
comparado ao estudo de calogénese em Myracrodruon urundeuva Fr. All. onde os autores
verificaram, neste mesmo intervalo de tempo, crescimento de 33,86% (SILVA et al., 2020).
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Figura 10: Curva de crescimento de calos formados a partir de explantes foliolares de Cenostigma pyramidale [Tul.]
inoculados em meio de cultura MS suplementado com 5,0 uM de BAP, 7,0 uM de 2,4-D e 0,684 mM de glutamina
durante 77 dias de incubacdo exibindo distintas fases: I —lag; Il — exponencial; 11l — linear; IV — desaceleracdo e V —
declinio. Feira de Santana - BA, 2021.
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Esta fase pode ser definida como o periodo em que as células do tecido vegetal iniciam a
producdo de energia e preparam-se para o inicio das divisdes celulares, o que, segundo Stein et al.
(2010), acontece em virtude do inicio da mobilizacdo de metabolitos e sintese de proteinas. Em
outros estudos € possivel perceber as diferencas entre as espécies quanto ao tempo em que a mesma
fase ocorre, como no trabalho de Santos, Souza e Paz (2017) que verificaram que a fase lag na
curva de crescimento dos calos obtidos a partir de folhas de Capsicum annuum var. annuum cv.
Iberaba Jalapefio ocorreu desde o dia da inoculacéo até o 12° dia de cultivo. Por outro lado, Stein
et al. (2010) verificaram que essa mesma fase em culturas de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.)
T.D. Penn. ocorreu até o 40° dia.

A fase dois, também chamada de exponencial, ocorreu entre o 7° e 0 28° dia de cultivo, cuja
taxa de crescimento foi de 93,62% (Figura 10). Neste intervalo verificou-se leve aumento na taxa
de crescimento quando comparado a fase anterior. O inicio desta fase € marcado pelo aumento das
divisdes celulares, comportamento que, diferentemente da C. pyramidale, em explantes foliares de
Piper permucronatum se expressou do 21° ao 49° dia de cultivo (SANTOS et al., 2016). Entretanto,
em calos de aroeira-do-sertdo, partindo de explantes foliares, a fase exponencial ocorre exatamente
do 7° ao 28° periodo de cultivo, comportamento similar ao da espécie em estudo (SILVA et al.,
2020).

A fase linear foi observada entre o 28° e 0 56° dia ap6s inoculagdo, representando um
percentual de crescimento de 51,07% (Figura 10). Nesse periodo os calos tendem a diminuir o
processo de divisdo celular e aumentar a area celular (FEITOSA et al., 2013). Para Hilocereus
undatus esse momento foi observado entre 14 e 28 dias (LOPES et al., 2016); ja em Capsicum
annuum var. annuum cv. Iberaba Jalapefio o crescimento dos calos oriundos de folhas apresentou
fase linear do 25° ao 31° dia de cultivo (SANTOS, SOUZA; PAZ, 2017). Resultados esses que
diferem dos encontrados por Abbade et al. (2010) em estudos com o ipé-branco, onde se observou
o periodo de crescimento linear entre os 45° e 60° dias pos inoculagao.

A interpretacdo da curva de crescimento dos calos de catingueira revelou que do 56° ao 63°
dia de cultivo iniciou-se a fase de desaceleragédo (Figura 10) com taxa de crescimento que chegou
a 5,57%, periodo extremamente relevante ao estudo, que se caracteriza pela reducdo das divisdes
celulares, maior produgdo de metabolitos secundarios e, principalmente, marca o0 momento que
deve ser iniciado o processo de repicagem dos calos (PAN et al., 2020). De acordo com Santos et
al. (2016) o inicio do processo de repicagem deve ocorrer na fase de desaceleracao devido a redugéo
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de nutrientes, producdo de compostos toxicos, secagem do agar e reducdo do oxigénio no interior
das células. Por fim, a quinta e ultima fase identificada no presente estudo foi a fase de declinio,
representada do 63° ao 77° dia de cultivo (Figura 10), com percentual de crescimento de -58,44%,
valor este que esta intimamente ligado a defini¢do desta fase, que segundo Santos et al. (2010) é o
periodo em que ocorre perda de peso devido a morte celular. Diferente deste estudo, na cultivar C.
annuum cv. Pimentdo Amarelo, a fase de declinio compreendeu do 34° ao 42° dia, no qual ndo
havia mais producéo de calos (SOUZA, 2016).

Amostras de diferentes periodos da curva de crescimento foram submetidas a avaliagdes
histomorfoldgicas, visando identificar possivel potencial embriogénico. Inicialmente, a secdo
transversal do explante foliar antes da inoculacéo, revela, em seu estado de origem, estruturas como
epiderme unisseriada em ambas as faces, sendo hipoestomatica, parénquima palicadico também
unisseriado, parénquima lacunoso com grandes espacos intercelulares, sistema vascular pouco
desenvolvido, caracteristico de folhas provenientes do cultivo in vitro, ainda sem nenhum tipo de

alteracdo anatomica (Figura 11).

Figura 11: Detalhes anatdmicos do corte transversal do explante foliar de Cenostigma pyramidale [Tul.] antes da
inoculacdo. Barra = 100 uM. Feira de Santana - BA, 2021.

Apos 7 dias de incubacdo, periodo que corresponde ao fim da fase lag e inicio da fase
exponencial da curva de crescimento, foi possivel observar uma grande evolugdo anatdbmica com
modificacdo estrutural visualizada através do aumento do nimero de células a partir do parénquima
lacunoso, com a presenca de grupos de células aderidas e pouco organizadas (Figura 12A). Na
figura 12B pode-se verificar a formacéo de calo com a presenca de células com baixo potencial

meristematico, por apresentarem-se altamente vacuoladas (setas vermelhas), e a existéncia de
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células pequenas, isodiamétricas, pouco vacuolizadas (setas brancas). No entanto, esses calos ainda
ndo apresentavam caracteristicas embriogénicas, ou seja, ndo possuiam células isodiamétricas, com
nucleo evidente e citoplasma denso, o que caracteriza células meristematicas, e que podem indicar

que aos 7 dias, o calo induzido possui caracteristicas de culturas embriogénicas.

Figura 12: Aspectos histologicos, em corte transversal, dos calos ao 7° dia de crescimento, oriundos de explantes
foliolares de Cenostigma pyramidale [Tul.] em meio de cultura MS suplementado com 5,0 uM de BAP, 7,0 uM de
2,4-D e 0,684 mM de glutamina. A = objetiva de 20x; B= objetiva de 40x. Barra = 100 uM Feira de Santana - BA,
2021.

Ao decorrer do desenvolvimento dos calos, mais especificamente durante a fase
exponencial e até o fim da fase linear (do 21° ao 42° dia de incubac&o), verificou-se a que os calos
apresentam células com caracteristicas meristematicas, i.e., isodiamétricas, aderidas, pouco
vacuolizadas, com citoplasma denso e nucleos proeminentes, em meio a grupos de células
altamente vacuolizadas (ndo meristematica). Estas caracteristicas sugerem que as células do calo
estdo em divisdo celular e, neste caso, podem evoluir com a formacdo de areas meristematicas
periféricas (SILVEIRA et al., 2013) (Figura 13). Este tipo de célula, a depender do estimulo, pode

se tornar competente para se dividir e diferenciar em embriGes somaticos.
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Figura 13: Aspectos histologicos dos calos, evidenciando (em vermelho) a presenga de células com caracteristicas
meristematicas ao 21° (A), 28° (B), 35° (C) e 42° (D) dia de incubagéo, oriundos de explantes foliolares de Cenostigma
pyramidale [Tul.] em meio de cultura MS suplementado com 5,0 uM de BAP, 7,0 uM de 2,4-D e 0,684 mM de
glutamina. Barra = 100 pM Feira de Santana - BA, 2021.

A inducdo da embriogénese somaética é o desencadeamento de um processo morfogenético
pela exposicdo do explante a um estimulo fisico, quimico ou biolégico (GUERRA; NODARI,
2006); a qual pode ser influenciada por diversos fatores, entre os quais podem se destacar 0s
diferentes gendtipos e tipos de explante, estadios de desenvolvimento dos explantes, composicao
do meio de cultura, tipo e concentragdo do regulador de crescimento utilizado (CARNEROS et al.,
2009).

A embriogénese somatica indireta requer a determinacdo de células diferenciadas, a
proliferacdo de calos e a inducdo de celulas embriogénicas, eventos que dependem da acdo de
reguladores de crescimento, ndo apenas para a retomada da atividade mitética, mas também para a
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determinacéo do estadio embriogénico (MACIEL et al., 2003). As auxinas e citocininas tém papel
fundamental na embriogénese somaética de varias espécies de plantas. Neste estudo, os resultados
supracitados quanto a identificacdo das principais alteracbes morfoanatbmicas presentes nas
células ao longo do desenvolvimento dos calos, evidenciam efeito positivo da suplementacdo com
reguladores de crescimento vegetal, assim como em estudos com Sisal (Agave sisalana Perrine),
onde Carneiro et al. (2014) relataram que o uso do 2,4-D e BAP foi preponderante na indugéo de
calos com potencial embriogénico.

Silveira et al. (2013) descrevem em estudos com cana-de-agucar (Saccharum officinarum)
que, para determinacdo de caracteristicas que diferem os calos embriogénicos dos n&o-
embriogénicos, o calo embriogénico, a partir de confirmagdes histolégicas, tende a apresentar
células pequenas, isodiamétricas, ricas em citoplasma e formando estruturas globulares, enquanto
os calos ndo embriogénicos, possuem células bastante desorganizadas, alongadas e altamente
vacuoladas. Assim, neste estudo com a catingueira, foi possivel identificar evidéncias
morfohistoldgicas intimamente ligadas as caracteristicas supracitadas para os calos embriogénicos,
assim como observou-se células de calos sem nenhum potencial para desenvolvimento de embrides
somaticos.

e Analise do contetido de carboidratos

A analise bioquimica dos calos ap6s 77 dias de cultivo revelou a presenca de agUcares
soluveis totais (AST), sacarose e agUcares redutores (AR), sendo que, este ultimo, ap6s o 21° dia
pos inoculacgdo nao foi detectado pelo método utilizado, provavelmente porque o que era produzido
estava sendo prontamente consumido em funcdo das demandas celulares. Os teores de acUcares
solUveis totais e sacarose aumentaram até o 14° dia de cultivo, com queda a partir do 21° dia (Figura
14). Verificou-se que, do dia “zero” (explantes antes da inoculagdo) até o 21° dia de cultivo, os
teores de AR sofreram uma reducdo enquanto o contréario ocorreu com os AST e sacarose, periodo
que corresponde a fase lag e inicio da fase exponencial da curva de crescimento dos calos (Figura
14).

O inicio da fase exponencial &, por consequéncia, periodo de alta demanda energética, que
foi marcado neste estudo, inicialmente pela redugdo do conteddo de AR e ap6s o 21° dia,
diminuic&o significativa dos teores de AST e sacarose. Esse resultado é semelhante ao relatado por
Santos et al. (2008) que ao analisarem o contetido de agucares redutores de calos formados a partir

de segmentos foliares e nodais de Coffea canephora 'Apoatd' verificaram que o teor maximo de
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acucares redutores ocorreu no dia da inoculacdo dos explantes (0 dia de cultivo, inicio da fase lag),

a partir do qual sofreu reducdo, atingindo um teor minimo no 84° dia, que foi o Gltimo de cultivo.
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Figura 14: Contetdo de carboidratos dos calos de Cenostigma pyramidale [Tul.] formados a partir de explantes
foliolares inoculados em meio de cultura MS suplementado com 5,0 uM de BAP, 7,0 uM de 2,4-D e 0,684 mM de
glutamina, durante 77 dias de incubagdo (média + desvio padrdo, n= 3). Feira de Santana - BA, 2021.

O conteudo de carboidratos presente nos explantes foliolares que sdo utilizados durante a
inoculacdo originam-se da planta doadora, que em razdo do cultivo heterotrofico, absorveu a
sacarose disponivel no meio de cultura. Dessa forma, 0 aumento dos teores de AST e sacarose
observado durante a fase lag e inicio da fase exponencial, pode ter ocorrido, certamente, em virtude
da degradacgéo do amido armazenado nos cloroplastos do explante foliar, em sacarose, assim como
também pode ter havido absorc¢éo de carboidratos do meio de cultura para serem utilizados no
crescimento, visto que esta é uma fase de preparacéo para este objetivo (SILVA et al., 2020). O
amido é o principal carboidrato de reserva nas plantas, e condi¢cdes de escuro dao inicio a
degradacdo do amido dos cloroplastos para manter a exportagdo de sacarose (TAIZ; ZEIGER,
2017).
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O inicio da fase exponencial é caracterizado pela intensa divisdo celular visando a fase
posterior, dessa forma, no 28° dia, final da fase exponencial, verificou-se reducéo no contetdo de
sacarose e consequentemente do AST, indicando que a sacarose foi possivelmente utilizada na
sintese de proteinas e/ou agucares estruturais como a celulose (SILVA et al., 2020). Em culturas
de Hyptis ramosa Pohl ex Benth foi verificado que os teores dos agucares sollveis totais (AST)
dos calos se mantiveram baixos até o 7° dia de cultivo, sendo o acimulo maximo registrado no 14°
dia, havendo declinio no teor a partir desse ponto; ja para 0s AR a analise demonstrou que os teores
foram baixos inicialmente, aumentando progressivamente do 7° ao 21° dia, seguido de declinio a
partir desse ponto (SOUSA, 2015). Em calos de Byrsonima intermedia os teores de AST
apresentam tendéncia geral de declinio, apresentando contetdo maior no dia da inoculacéo
(NOGUEIRA et al., 2008).

A partir do dia 35° dia foi observado reducdo significativa no conteldo de AST e de
sacarose (Figura 14). O comportamento observado tem relacdo direta com a fase linear,
caracterizada por atividade mitética menor que a exponencial, todavia, trata-se de um periodo em
que ainda ha a necessidade de energia para os processos envolvidos no aumento da area celular que
influenciam no acréscimo de peso dos calos. Segundo Santos et al. (2010), os carboidratos
fornecem esqueletos de carbono e energia para a biossintese de compostos organicos envolvidos
no metabolismo celular, isso pode explicar o que provavelmente aconteceu no periodo de transi¢éo
da fase exponencial a fase linear, tendo em vista a necessidade de carboidratos como fonte de
energia; 0s mesmos autores estudando o comportamento dos carboidratos em calos de Jatropha
curcas verificaram que os teores de AST se mantiveram baixos desde o dia da inoculacdo até os
77 dias de cultivo, oposto ao ocorrido neste estudo.

Do 28° dia de cultivo em diante, o comportamento de acimulo de carboidratos oscilou com
tendéncia a declinio (Figura 14), provavelmente pela disponibilidade de sacarose no meio de
cultura e pela reducdo da demanda energética, afinal, a etapa de intensa atividade celular ja havia
cessado, comportamento este que corrobora com as fases da curva de crescimento pois em seguida
inicia-se a fase de desaceleracdo e declinio. Oposto ao que houve neste trabalho, em calos de
murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) durante 120 dias de cultivo, Nogueira et al. (2008)
obtiveram um pico de AST aos 70 dias, e atribuiram tais resultados & absorcéo da glicose e frutose
contidas em pequenas quantidades no meio de cultura e obtidas pela quebra da sacarose durante a

autoclavagem.



54

5. CONCLUSOES

Explantes foliolares de C. pyramidale sdo competentes para inducdo de calos quando
estimulados com 5,0 de uM BAP, 7,0 uM de 2,4-D e 0,684 mM de glutamina.

O pulso de auxina em explantes foliolares de C. pyramidale pode ser uma alternativa para
inducdo de calos, entretanto, as analises histoquimicas ndo revelaram caracteristicas que
indicassem estimulo a embriogénese somatica.

A curva de crescimento dos calos de C. pyramidale apresenta forma sigmoidal com cinco
fases distintas (lag, exponencial, linear, desaceleracéo e declinio) em 77 dias de cultivo. Do 21° ao
42° dia de crescimento dos calos, estes apresentavam células com caracteristicas similares aquelas
consideradas meristematicas, todavia, sugere-se novos estudos.

Os acucares redutores apresentam comportamento decrescente durante o periodo de estudo,
ndo sendo verificados a partir do 21° dia de cultivo. O conteudo de sacarose e agucares sollveis

totais possuem comportamento que variam em funcao das fases de crescimento dos calos in vitro.
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