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RESUMO

Crambe (Crambe abyssinica) pertence a familia Brassicaceae, originario da Etidpia e
principalmente destinado a producdo de forragem (30 a 32% de proteina bruta). Atualmente,
tem sido bastante cultivado visando a extracdo de 6leo vegetal. Com os atuais incentivos a
busca de fontes de energias renovaveis, o cultivo de crambe vem ganhando papel de destaque
na producédo de biodiesel por suas diversas vantagens, como: (a) rapido ciclo de vida (colhida
em torno de 90 dias); (b) alta producao de biomassa; (c) alta produtividade de sementes (1000
e 1500 kg ha); (d) menor custo de producio em relagdo a outras fontes oleaginosas, como,
canola, girassol e soja; () um percentual de dleo total na semente entre 32 e 38%, superando,
por exemplo, a soja; (f) potencial de fitorremediagéo, eficiente na descontaminagéo de
arsénio, cromo e outros metais pesados; e (g) elevado percentual de &cido erucico (50 a 60%)
sendo util na industria de plastico e lubrificante. Devido aos poucos trabalhos realizados com
crambe, abre-se um vasto campo de investigacdes cientificas que tenham como objetivo
desenvolver as potencialidades dessa cultura e, consequentemente, melhorar os aspectos
agrondmicos e tecnoldgicos para seu emprego na industria de biodiesel. Nesse contexto, as
técnicas de cultivo in vitro foram importantes tanto para a propagacdo massal, quanto como
ferramenta para uma possivel aplicacdo de outras técnicas biotecnoldgicas, contribuindo para
uma producdo homogénea, fiel e em larga escala. Portanto, este trabalho teve como objetivo
geral avaliar as condicdes mais favoraveis a germinacdo, estabelecimento in vitro e
micropropagacdo de Crambe abyssinica Hochst., além de verificar possiveis alteracdes
genéticas e anatbmicas, possibilitando a regeneracdo e producdo de plantulas viaveis. Para a
germinacao e estabecimento in vitro de crambe, as condi¢cGes mais favoraveis foram em meio
B5 ou WPM, na presenca ou auséncia de pericarpo e na presenca de luz. Na micropropagacao
dessa espécie, uma frequéncia satisfatoria de regeneracdo de brotos foi obtida a partir de
segmentos apicais utilizados como explante em meio contendo 5 uM de BAP (6-
benzilaminopurina), e o alongamento foi satisfatério com 1 uM de GA3 (acido giberélico). Os
marcadores moleculares ISSR (Inter-Simples Sequence Repeats) utilizados para a analise da
estabilidade genética indicaram que o segmento apical de crambe é um explante confiavel
para a micropropagacdo de plantas geneticamente verdadeiras (true-to-tipe), ou seja, mantém
a estabilidade genética. As diversas fontes de citocininas e concentracdes utilizadas neste
trabalho ndo promoveram mudancas, no sentido de alterar a organizacéo e/ou a espessura em
relagdo ao controle, e as alteracGes observadas na estrutura e espessura das folhas dos

tratamentos de aclimatizacéo prejudicaram o processo de estabelecimento da plantula ex vitro.



Contudo, existe a necessidade de um enraizamento e aclimatizagdo eficiente para completa
propagacdo in vitro de crambe. Portanto, este protocolo de regeneragéo de plantas in vitro de
crambe pode ser Util no processo de criacdo e desenvolvimento de novas cultivares em um

tempo mais curto e no melhoramento genético usando explantes apicais.

Palavras-chaves: crambe, biodiesel, in vitro, reguladores de crescimento.



ABSTRACT

Crambe (Crambe abyssinica) belongs to the Brassicaceae family, originally from the Ethiopia
and primarily designed for forage production (30-32% crude protein). Currently, it has been
largely cultivated for extraction of vegetable oil. With the current incentives to the search for
renewable energy sources, the cultive of crambe has gained a prominent role in the production
of biodiesel for its various advantages, such as: (a) rapid life cycle (harvested around 90
days); (b) high biomass production; (c) high seed crop (1000 and 1500 kg ha); (d) lower
production cost compared to other oil sources, such as, canola, sunflower and soybean; (e) a
percentage of total seed oil between 32 and 38%, surpassing, for example, the soybean; (f)
potential for phytoremediation, effective in the decontamination of arsenic, chrome and other
heavy metals; and (g) a high percentage of erucic acid (50 to 60%) being useful in lubricant
and plastic industry. Because of the few studies with crambe opens up a vast camp of
scientific research that aim to develop the potential of this crop and, hence, improve the
agronomic and technological aspects to its use in the biodiesel industry. In this context, the
techniques of in vitro culture were important for mass propagation, and as a tool for a possible
application of other biotechnological techniques, contributing to a homogeneous, true and
large scale production. Therefore, this study aimed to evaluate the general conditions more
favorable for Crambe abyssinica Hochst. germination, establishment in vitro and
micropropagation. To investigate possible genetic and anatomical changes enabling
regeneration and production of viable seedlings. For in vitro germination and establishment of
crambe, the most favorable conditions were in B5 or WPM medium, in the presence or
absence of the pericarp and in the presence of light. In micropropagation of this species, a
satisfactory frequency of shoot regeneration was obtained from shoot tip used as explants in
medium containing 5 UM BAP (6- benzylaminopurine), and the elongation was satisfactory
with 1 uM of GAs (gibberellic acid). The ISSR (Inter-Simples Sequence Repeats) molecular
markers used for genetic analysis indicated that the stability shoot tip crambe is a reliable
explant for micropropagation of plants genetically true-to-tipe, maintains genetic stability.
The various sources of cytokinins and concentrations used in this study did not cause changes,
in way to change the organization and/or thickness compared to control, and that the observed
changes in the structure and thickness of the leaves of acclimatization treatments hindered the
process ex vitro establishment of seedlings. However, there is a need for an efficient rooting

and acclimatization for full in vitro propagation of crambe. Therefore, this protocol for in



vitro plant regeneration of crambe may be useful in the process creation and development of

new cultivars in a shorter time and in genetic improvement using shoot tips explants.

Key Words: crambe, biodiesel, in vitro, growth regulators.
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1- INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda por combustiveis renovaveis como alternativa aos combustiveis
fosseis, associada a preocupagdo internacional com o aquecimento global, evidencia os
beneficios dos biocombustiveis, como o biodiesel, contribuindo para minimizar as condi¢des
ambientais a partir da reducédo da emissdo de gases poluentes (GRANDO, 2005).

A producdo de biodiesel nacional encontra-se alicercada em culturas anuais,
principalmente de ciclo primavera/verdo. Para a continuidade dessa produgéo durante o ano,
sd0 poucas as espécies alternativas no outono/inverno, que desempenhem, também, papel na
rotacdo de cultura (EMBRAPA, 2004). No Brasil, a principal matéria-prima para a producédo
de 6leo é a soja, responsavel por mais de 70% do biodiesel produzido no pais (BRASIL,
2009).

Nesse sentido, ha uma busca por novas oleaginosas pouco conhecidas no Brasil, como o
crambe (Crambe abyssinica Hochst.), ou conhecidas, mas ndo trabalhadas para a producao de
6leo, como o nabo-forrageiro (Raphanus sativus) e o pinhdo-manso (Jatropha curcas),
despontando como alternativas interessantes para a producdo de biodiesel (WANG et al.,
2000; ROSCOE; RICHETTI; MARANHO, 2007).

Crambe pertence a familia Brassicaceae e originario da Etidpia, sendo extensamente
plantado no México e Estados Unidos. Trata-se de uma espécie destinada basicamente a
producdo de forragem (30 a 32% de proteina bruta), que tem sido bastante cultivada
atualmente visando a extragdo de 6leo vegetal (NEVES et al., 2010).

Com os atuais incentivos a busca de fontes de energias renovaveis, a cultura de crambe
vem ganhando papel de destaque na producéo de biodiesel por suas diversas vantagens, como:
(a) répido ciclo de vida (colhida em torno de 90 dias), (b) alta producdo de biomassa, (c) alta
produtividade de sementes (1000 e 1500 kg ha™?), (d) baixo custo de producgio e (e) um
percentual de éleo total na semente entre 32 e 38%, superando, por exemplo, o percentual da
soja (PAULOSE; KANDASAMY; DHANKHER, 2010). Jasper, Biaggioni e Silva (2010)
demonstraram que a cultura do crambe apresenta menor custo de producdo em relacdo a
outras fontes oleaginosas, como, canola, girassol e soja.

Além do biodiesel, a cultura de crambe tem potencial de fitorremediacdo, sendo
eficiente na descontaminagdo de arsénio, cromo e outros metais pesados (ARTUS, 2006). Em
virtude do elevado percentual de acido erucico (50 a 60%), pode ser atil na industria de
plastico e lubrificante (PITOL, 2008).
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Apesar da importancia econdémica e emprego na agroenergia, poucos trabalhos foram
realizados com crambe. Assim, abre-se um vasto campo para investigagdes que tenham como
objetivo desenvolver as potencialidades dessa espécie e, consequentemente, melhorar os
aspectos agronémicos e tecnoldgicos para seu emprego na indudstria de biodiesel.

De acordo com as normas internacionais de qualidade, para o0 aumento na producdo de
biodiesel, € necessario buscar novas oleaginosas que produzam Oleos ndo comestiveis
(JEFFERSON, 2006). Para isso, uma producdo homogénea e em larga escala é necessaria.
Nesse contexto, as técnicas de cultivo in vitro sdo importantes tanto para a propagacédo
massal, quanto como ferramenta para aplicacdo de outras técnicas biotecnoldgicas.

Diferentes protocolos de estabelecimento e regeneracdo in vitro de C. abyssinica foram
descritos utilizando técnicas de micropropagacao. Li et al. (2010; 2011), utilizando segmentos
de hipocotilos e Gao et al. (1998) a partir de células em cultura, descreveram protocolos de
regeneragéo via organogénese direta. Palmer e Keller (2011), trabalhando com segmentos de
hipocoétilos, de raiz e cotilédones relataram um protocolo de regeneracdo via embriogénese
somatica indireta.

Apenas o protocolo desenvolvido por Li et al. (2011) obtiveram taxa de regeneracédo
satisfatoria (95%), viabilizando estudos relacionados ao melhoramento genético da especie
como a transgenia e a hibridizacdo somatica (WANG; LUO, 1998; WANG; SONNTAG;
RUDLOFF, 2003; WANG et al., 2004). Entretanto, estudos relacionados a estabilidade
genética e efeitos na anatomia da folha das plantas regeneradas ainda ndo foram descritos e

s80 necessarios para tornar a técnica de micropropagacao viavel para fins comerciais.
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2- OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar as condi¢cdes mais favoraveis a germinacao,
estabelecimento in vitro e micropropagacdo de Crambe abyssinica Hochst., além de verificar
possiveis alteracBes genéticas e anatdbmicas, possibilitando a regeneracdo e producdo de

plantulas viaveis.

2.1- Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de diferentes meios de cultura (MS, WPM e B5), condi¢do fisica das
sementes (com e sem pericarpo) e condi¢des de luminosidade na sala de crescimento (luz e
escuro) no estabelecimento das plantulas in vitro a partir da germinacao de sementes;

e Analisar o efeito das citocininas BAP (6-benzilaminopurina), CIN (cinetina) e TDZ
(tidiazuron) (tipo e concentracdo) sobre a taxa de indugdo de brotos durante os processos de
subcultivos para a organogénese direta visando a micropropagacéo da cultura;

e Estimular o alongamento da parte aérea dos brotos regenerados com &cido giberélico (GA3);
e Induzir a formacdo de raizes adventicias com auxinas (AlA-acido 3-indolacético e ANA-
acido 1-naftalenoacético) em diferentes concentragoes;

e Diminuir a dose de citocininas apés o segundo subcultivo, adicionando ainda uma auxina
numa concentracgao padrdo para melhorar a inducéo radicular;

e Determinar condi¢Oes adequadas para a aclimatizacao das plantas regeneradas;

e Avaliar a estabilidade genética das plantas micropropagadas utilizando a técnica de PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) baseada em marcadores moleculares ISSRs (Inter Simple
Sequence Repeats — Sequéncias simples repetitivas internas);

e Auvaliar as caracteristicas anatdmicas das folhas de crambe em diferentes estadios: plantulas
germinadas in vivo, in vitro e durante a aclimatizacdo; nos tratamentos com as citocinicas
BAP, CIN e TDZ nas concentracdes de 0, 5 e 10 uM apds 30 e 120 dias de cultivo.
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Crambe abyssinica Hochst

3.1.1- Descricéo da Espécie

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) é uma oleaginosa da familia das Brassicaceae,
antes conhecida como Cruciferaceae ou cruciferas (FALASCA et al., 2010). O género
Crambe possui 39 espécies conhecidas, e Crambe abyssinica Hochst enquadra-se na secao
Leptocrambe, 0 qual possui uma base genética estreita, dificultando o melhoramento genético
(WARWICK; GUGEL, 2003).

A familia Brassicaceae possui integrantes com finalidades olerificas semelhantes ao
crambe, como a colza (Brassica napus L. var oleifera), canola (B. napus) e mostarda (B.
juncea; B. campestres; B. alba; B. nigra) (DESAI, 2004; FUNDACAO MS, 2013). Além
dessas, muitas espécies da familia sdo cultivadas como plantas horticolas e foram introduzidas
no Brasil, a exemplo do Repolho (B. Oleracea var. capitata), Couve (B. oleracea var.
acephala), Couve-flor (B. oleracea var. botrytis), Brocolis (B. oleracea var. itélica), Couve-
chinesa (B. pekinensis), Couve-rabano (B. Oleracea var. gongylodes), Couve-de-bruxelas (B.
Oleracea var. gemmifera), Couve-tronchuda (B. oleracea var. tronchuda), Rucula (Eruca
sativa), Agrido aquéatico (Rorippa nasturtium-aquacticum) e Rabanete (Raphanus sativus)
(MOREIRA; BRAGANCA, 2010).

As espécies da familia Brassicaceae sdo conhecidas por sua grande variagcdo no ndmero
de cromossomos e a ocorréncia frequente de poliploidias (MARHOLD et al., 2010). Um
exemplo estudado é o de Crambe abyssinica, sendo descrita como uma espécie hexaploide
(2n = 6x = 90) (WHITE; SOLT, 1978), de origem autopoliploide e apresenta baixos niveis de
variacdo genética (ANDERSON; WARWICK, 1999), sendo essencialmente autégama
(autopolinizada), contudo Vollmann e Rickenbauer (1991) revelaram que cerca de 15% da

polinizag&o ocorre de forma cruzada.
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3.1.2- Origem e Distribuicéo Geogréfica

O crambe € originario da Etidpia e domesticado na regido do Mediterraneo (KNIGHTS,
2002), com relatos de ocorréncia de algumas espécies da Etiopia a Tanzania (WEISS, 2000).
Sendo adaptado ao clima frio (FALASCA et al., 2010) e a regides de temperaturas mais
elevadas (DAHLKE; SIMONETT]I, 2010) das amplas extensdes da Europa.

Apenas uma pequena parte da sua historia, principalmente relacionada a colheita, é
conhecida. Seu cultivo provavelmente comecgou na extinta Unido das Republicas Socialistas
Soviéticas (URSS) (MASTEBROEK et al., 1994), e atualmente, é cultivado em maior escala
no México e nos Estados Unidos da América (EUA), com finalidade para a producédo de 6leo
industrial (ECHEVENGUA, 2007).

No Brasil, as pesquisas com a espécie do crambe iniciaram-se no ano de 1995 pela
Fundacdo MS no Estado de Mato Grosso do Sul, municipio de Maracaju — MS, com o
objetivo de avaliar o seu comportamento como cultivo para cobertura de solo em sistemas de
plantio direto (MULLER, 2008; DAHLKE; SIMONETTI, 2010). Devido suas exigéncias
climaticas, a regido Centro-Sul do Mato Grosso do Sul, Norte/Nordeste do Parana e Sul de
Sdo Paulo apresentaram-se como melhor adaptacdo com viabilidade de cultivo comercial
(PITOL, 2008).

A cultivar FMS Brilhante foi resultado de trabalho de pesquisa conduzido pela
Fundacdo MS. Apesar de sua boa adaptacdo a regido, de seu baixo custo e facilidade de
cultivo, essa cultura ndo despertou maiores interesses para o cultivo, pois, em primeiro lugar,
como cobertura de solo é inferior ao nabo forrageiro; em segundo lugar, apesar da producgéo
de grdos ser satisfatoria, ndo havia mercado para a mesma. Entretanto, com o estimulo a
producdo e uso de biodiesel, o crambe voltou a ser avaliado por possuir boas possibilidades de
producdo nessa regido. Assim, foram retomados os trabalhos de pesquisa que culminaram
com a recomendacdo dessa espécie como uma das principais culturas para a produgdo de
biodiesel. Por conseguinte, o crambe obteve o registro da cultivar FMS Brilhante pela
Fundacéo MS (PITOL, 2008).

3.1.3- Aspectos Morfo-anatomicos

Crambe é uma planta herbéacea de ciclo anual, com aproximadamente um metro de

altura, podendo ultrapassar esses valores dependendo da época e da densidade de plantio
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(PEREZ, 1998; COLODETTI et al., 2012) (Figura 1A, B e 2A). Suas hastes ramificam-se
préximas ao solo para formar trinta ou mais galhos, que novamente se ramificam, formando
galhos terciarios (Figura 1E e 2A) (DESAI; KOTECHA; SALUNKHE, 1997). O sistema
radicular é pivotante e profundo (COLODETTI et al., 2012).

As folhas séo grandes, largas, ovais e assimeétricas (Figura 1D) (TOEBE et al., 2010). A
lamina foliar possui aproximadamente 10 cm de comprimento e 7,6 cm de largura, com
superficie lisa. O peciolo possui aproximadamente 20 cm de comprimento e é pubescente
(Figura 2A) (OPLINGER et al., 2000).

O tipo de inflorescéncia (Figura 1E, 2A) é racimo, com flores da cor branca ou amarela
(Figura 2B) e os frutos do tipo cépsula (Figura 2C e D) (FALASCA et al., 2010). O gréo é
redondo, com 2 mm de diametro e de cor marrom claro (Figura 1C, 2C e D) (COLODETTI et
al., 2012). A semente (Figura 1C e 2C e D) possui forma esférica com 0,8-2,6 mm de
didmetro (FALASCA et al., 2010) e é envolvida por uma estrutura tegumentar denominada
pericarpo ou capsula (PEREZ, 1998).

Figura 1- Imagens de plantas de crambe: plantas em desenvolvimento (A e B), sementes em
germinacdo (C), detalhe das folhas (D) e florescimento (E) (Fonte: COLODETTI et al., 2012).
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Figura 2- Planta de crambe: A) parte inferior e superior da planta em fase de frutificacdo; B)

flor; C) fruto; D) corte longitudinal da parte superior do fruto (Fonte: www.prota.org).

3.1.4- Caracteristicas Agronémicas

Com baixo custo de producdo, o crambe pode ser cultivado em varias regides de clima
tropical e subtropical (PITOL, 2008; DAHLKE; SIMONETTI, 2010). Com ciclo curto e
tolerancia a seca e as baixas temperaturas (MULLER, 2008), pode ser plantada em épocas que
0s riscos para as demais culturas de safrinha seriam muito elevados na regido Centro Oeste do
Brasil (PITOL; BROCH; ROSCOE, 2010).

A referida espécie pode crescer em locais com precipitacdo média anual de 350 a 1200
mm, a uma temperatura média anual na faixa de 5,7 a 16,2 °C e solos com pH de 5,0-7,8
(IENICA, 2002). A colheita é feita normalmente em condicdes de sequeiro e sem irrigacao
complementar. As raizes podem chegar a mais de 15 centimetros de profundidade, o que
confere a planta grande toler&ncia a periodos de deficiéncia hidrica do solo. No entanto, ndo
tolera solos muito humidos ou encharcados, solos acidos e com aluminio toxico. Para seu
cultivo, os solos devem ser eutréficos ou corrigidos (FUNDACAO MS, 2013). A planta nio
se desenvolve bem em solos rochosos ou sem profundidade suficiente. As sementes sdo
moderadamente tolerantes a solos salinos durante a germinacdo, em temperatura moderada
entre 10 a 30°C (FALASCA et al., 2010). O seu ciclo é muito curto, uma vez que floresce em
35 dias e pode ser colhida em 90 dias. Sua maturacdo é uniforme, o que propicia colheita
mecanizada (CASTLEMAN; PYMER; GREENWOOD, 1999).
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Em condicGes de baixa umidade ap6s a fase de florescimento, o crambe néo apresenta
pragas e doencas graves, embora seja susceptivel a esclerotinia e antracnose. O plantio pode
ser feito com plantadoras de soja e semeadoras para sementes pequenas. Deve-se ter muito
cuidado com invasoras de folha larga, pois ndo ha herbicidas seletivos para o seu controle. A
época de plantio depende da duracdo do periodo chuvoso em cada regido. Os espacamentos
entre linhas devem ser de 17 a 50 cm. Espacamentos menores melhoram a competicdo da
cultura com as ervas invasoras, enquanto os maiores melhoram o arejamento da lavoura e
evita o acamamento em condi¢des muito favoraveis ao desenvolvimento da planta. O estande
de plantas varia entre 80 e 120 plantas m (20 a 30 plantas m™), o que representa de 12 a 15
kg ha'* de sementes para plantio (FUNDACAO MS, 2013).

O rendimento de grdos varia entre 1.125-1.622 kg ha™ na Russia, 450-2.522 kg ha* nos
EUA. Na Europa, com diferentes situacbes ambientais e com ampla gama de cultivares, o
rendimento médio é de 2.353 kg ha, ou 846 kg de dleo contendo uma média de 57,8% de
acido erucico (FALASCA et al., 2010). Pode apresentar rendimentos mais elevados em terras
livres de ervas daninhas. Os rendimentos em campos fertilizados com nitrogénio e irrigados
podem chegar a até 5.000 kg hal. Na Italia, a cultivar “Mario” produziu rendimentos de
sementes superiores a 4.000 kg ha™* (FILA et al., 2002), ja na Austria, foram relatados valores
de rendimento 970-3.330 kg ha, com um teor de dleo na semente de 23-38% (VOLLMANN;
RUCKENBAUER, 1993). No Brasil, pesquisadores da Fundacdo MS relataram producdo de
1.000-1.500 kg ha™* (FUNDACAO MS, 2008).

Ainda no Brasil, € considerado um vegetal muito robusto, consegue se desenvolver em
condicBes climaticas antagbnicas, suportando desde geadas tipicas do sul do pais até climas
quentes e secos como do centro-oeste do pais (MACHADO et al., 2007).

Plantado no periodo de safrinha no Brasil, o crambe se destaca por boa adaptacdo,
rusticidade, precocidade e bom potencial produtivo, em média, 1.500 kg ha?, resultando com
aproximadamente 570 kg de dleo e com investimento aproximado de R$ 300,00 por hectare
(FUNDACAO MS, 2008).

3.1.5- Importancia Socio-econdmica

O objetivo inicial de se estudar e implantar a cultura de crambe no Brasil era como

cobertura de solo para plantio direto e rotacdo de cultura. Anos mais tarde, as pesquisas foram

retomadas para a producéo de biodiesel (PITOL, 2008).
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A rotacdo de culturas tem reconhecimento acentuado, do ponto de vista técnico, como
fator significativo ao bom desenvolvimento de uma agricultura mais estavel (FONTANELI et
al., 2000). Portanto, essa cultura se enquadra com facilidade na realizacdo do planejamento de
rotacdo de culturas. O crambe é uma cultura de inverno muito recomendada a fim de evitar
problemas com insetos e doencas, fazendo a rotagdo com trigo, sorgo, aveia e soja
(MOLLER, 2007). Sendo uma cultura totalmente mecanizada, utilizando as mesmas
estruturas de soja (plantadoras, colhedoras, armazéns etc.), o crambe tem um grande potencial
de expansdo como alternativa de segunda safra em boa parte do Centro Oeste do Brasil
(ROSCOE; DELMONTES, 2008).

Segundo Vedana (2007), o crambe é uma alternativa como matéria-prima para a
producdo de biodiesel, tendo em vista que a planta possui elevado conteldo oleaginoso
(SOUZA et al, 2009). A extracdo do 6leo pode ser feita de forma mecéanica, com extrusora e
prensa. Segundo Pitol (2008), varios testes jA& comprovaram que o 6leo de crambe tem boa
qualidade para a producéo de biodiesel.

Quando empregado na producdo de biodiesel, este se mostra mais resistente a
degradacéo e apresenta elevada estabilidade a oxidacdo. Isso confere vantagens relacionadas
ao tempo de armazenamento, sendo este um ponto extremamente importante, uma vez que a
maioria do biodiesel gerado por diversos Oleos vegetais ndo apresenta essa estabilidade
(BISPO et al., 2010).

Segundo Oplinger et al. (2000), o éleo extraido da semente de crambe pode ser usado
como lubrificante industrial, inibidor de corrosdo, e como ingrediente na fabricacdo de
borracha sintética, além de servir para a fabricacdo de filmes plasticos, plastificantes, nylon,
adesivos, antiestatico, e isolamento elétrico. O Oleo refinado tem uso farmacéutico, na
producdo de cosméticos e ceras (PITOL; BROCH; ROSCOE, 2010), bem como na
alimentacdo de pescado (COLODETTI et al., 2012).

O subproduto da extracdo do 6leo, a torta e/ou farelo, podem ser utilizados como
suplementos proteicos em alimentacdo de ruminantes. O farelo apresenta excelente qualidade
nutricional, com indices de até 45% de proteina bruta, com digestibilidade ruminal da matéria
organica semelhante ao farelo de soja (CARLSON et al., 1996). O 6leo de crambe ndo pode
ser utilizado para o consumo humano, devido a presenca de altos teores de acido erdcico, um
acido graxo monoinsuturado de cadeia longa. Esse acido provoca lesées no coracdo quando
presente no organismo humano. Assim, esse 0leo ndo concorre com 6leos destinados ao setor
alimenticio (AIR, 1997). O acido ertcico em crambe pode ter 58 e 62% (FALASCA et al.,

2010), tem especial valor em tribologia como lubrificante superior, usado na manufatura de



31

filmes plésticos e pode ser um valioso componente para a producgdo de biodiesel (FAVARO et
al., 2010).

3.2- Micropropagacao em Espécies Oleaginosas

As espécies vegetais oleaginosas sdo assim classificadas por possuirem o6leos e
gorduras, que sdo extraidos, normalmente de sementes e ocasionalmente da polpa de frutos,
por meio de processos adequados (ARAUJO, 2002), oferecendo uma gama de produtos e
subprodutos com utilidades em diversas areas como, medicina, culinaria, cosméticos,
industria alimenticia, farmacéutica, energética, dentre outras.

O interesse por essas espécies era, prioritariamente, por aquelas que fornecessem 6leos
essenciais, comestiveis ou volateis, utilizados na indudstria alimenticia, cosmética e medicinal
(ALMEIDA; ROCHA FILHO; ZOGHBI, 2009). Atualmente, com a demanda energética
mundial, as bioenergias, como o biodiesel de fontes animais e vegetais, o etanol proveniente
da cana-de-aclcar, a biomassa florestal e o0s residuos e dejetos agropecuarios e da
agroindustria tornaram-se importantes para o suprimento energético futuro e diminuicdo da
dependéncia dos combustiveis fosseis (BELTRAO; VALE; COSTA, 2006).

Atualmente, o grande substituto, pelo menos parcial do petréleo, é a biomassa, em
especial o uso de biodiesel, que pode ser obtido via uso de éleos vegetais (BOUKOUVALAS
et al., 2007), sendo uma alternativa energética renovavel, biodegradavel, abundante, de
cultivo, produgéo e consumo pouco poluente (TRZECIAK et al., 2008).

De acordo com o Plano Nacional de Agroenergia 2006-2011 (BRASIL, 2006), o Brasil,
por se tratar de um pais tropical com dimensdes continentais, possui diversas alternativas para
a producdo de 6leos vegetais com potencial de uso para fins energéticos. Culturas tradicionais
como a soja, 0 amendoim, o girassol, o dendé e a mamona, bem como, novas alternativas,
como o pinhdo-manso, o nabo forrageiro, o pequi, o buriti, a macadba e, até mesmo, 0
crambe, sdo especies atualmente utilizadas ou cogitadas para producgédo de biodiesel nacional
(SILVA; DUTRA, 2008).

As pesquisas com espécies oleaginosas estdo sendo realizadas, sobretudo, com intuito
de melhorar os aspectos agronémicos e tecnoldgicos para suprir a demanda, existente e futura,
da industria de biodiesel (MILLAM et al., 1997; LEELA et al., 2011). No que diz respeito a
procura por tecnologias consideradas produtivas, foram alcangados avangos altamente

significativos com o uso da biotecnologia moderna, entendida como um conjunto de técnicas,
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que inclui transgenia, processos enzimaticos, clonagem, micropropagacdo, métodos de
fecundacéo in vitro et al. (CARVALHO; SILVA; MEDEIRQOS, 2006), as quais estdo sendo
utilizadas para resolver problemas de eficiéncia e qualidade de produtos, além de processos
produtivos (CRIBB, 2004).

Portanto, para atender a enorme demanda de material vegetal com qualidade sdo
necessarios metodos eficientes de propagacdo vegetativa (macropropagacdo e
micropropagacao) (LEELA et al., 2011). A micropropagacdo é a modalidade que mais tem se
difundido e encontrado aplicacGes praticas comprovadas dentro da cultura de tecidos vegetais
(CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006), possibilitando a obtencdo de plantas
geneticamente idénticas, em ndmero elevado e num breve espaco de tempo (MIMANO;
MACHARIA; WASILWA, 2010).

Entre outras vantagens da micropropagacdo, esta a independéncia de condicOes
climéticas, reducdo da area necessaria a propagacdo da espécie, melhores condicGes
sanitarias, eliminacdo de doencas, geralmente com estabilidade genética e a propagacdo de
espécies dificeis de serem propagadas por outros métodos (ERIG; SCHUCH, 2005).
Entretanto, o emprego dessa técnica em escala comercial pode ser limitado, devido, entre
outros fatores, ao elevado custo, perdas causadas pela contaminacéo, variacdes fisioldgicas e
morfolégicas nas plantas, baixa porcentagem de sobrevivéncia no periodo de aclimatizacédo e
necessidade de mao de obra especializada (KOZAI; KUBOTA, 2001).

3.2.1- Papel da Micropropagacédo em Espécies Oleaginosas

O principal papel da micropropagacdo em espécies oleaginosas esta, principalmente,
relacionado a eficiente propagacdo clonal de gendtipos elite (DRAGANA et al., 2001;
ABDOLI; MOIENI; DEHGHANI, 2007; AIRES et al., 2008; CARDOSO, 2010; SINGH et
al., 2010; LEELA et al., 2011; SHARMA; KUMAR; REDDY, 2011). Contudo, essa técnica
tambeém é utilizada com outras finalidades, como na manutencédo de cole¢des de germoplasma
(CARVALHO et al., 2005; PACHECO et al., 2009), regeneracéo de protoplastos isolados e de
hibridos somaticos (TASKI-AJDUKOVIC; VASIC; NAGL, 2006; MIMANO; MACHARIA,;
WASILWA, 2010), gerando novos hibridos e quebrando barreiras de incompatibilidade
sexual, regeneracdo de plantas transformadas geneticamente por via direta (PARVEEZ;
CHOWDHURY; SALEH, 1997; NUGENT et al., 2006; MOUSAVI et al., 2009; JOSHI,
MISHRA; JHA, 2011) ou indireta (ZIA et al., 2010; IQBAL et al., 2012; CHHIKARA et al.,
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2012), regeneracdo de explantes poliploidizados (SILVA, 2010), dentre outras finalidades
(SHUKLA; SAWHNEY, 1991; MORCILLO et al., 2006; FAUGUEL et al., 2008;
RADHAKRISHNAN; KUMARI, 2009; LOGANATHAN et al., 2010).

Os cultivos de espécies oleaginosas podem ser provenientes de material vegetal de
programas de melhoramento genético (ZIA et al., 2010). As pesquisas de melhoramento
genético tradicional sdo relativamente demoradas, podendo durar até 20 anos, no que se diz
respeito a producédo de plantas com alta qualidade e comercialmente aceitaveis. Apesar disso,
esse tipo de pesquisa é um pré-requisito para a efetiva utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas,
tais como a micropropagacdo e a engenharia genética (YASODHA; SUMATHI,
GURUMURTHI, 2004).

A transferéncia génica em espécies vegetais requer um eficiente protocolo para
regeneracdo das plantas transformadas (LITTLE et al., 2000). Consequentemente, 0
desenvolvimento desses protocolos é a primeira etapa para a utilizacdo desta nova tecnologia
(VENTAKACHALAM et al., 1999). A micropropagacdo pode ser usada para aumentar a
velocidade e eficiéncia na introducdo de algumas culturas de espécies oleaginosas potenciais
(LOGANATHAN et al., 2010).

O aumento do teor de 6leo e de &cidos graxos em espécies oleaginosas é altamente
interessante para seu uso na industria do biodiesel. No entanto, algumas espécies respondem
positivamente as técnicas de transformacdo genética, sendo que outras podem demonstrar
dificuldades.

A embriogénese somatica tem sido utilizada como ferramenta pratica ndo s6 na
incorporagdo de genes Uteis, mas também como micropropagacdo (GRIGA, 1999). Sistemas
de micropropagagdo, como a multiplicagdo de parte aérea e a embriogénese somaética,
empregados em espécies oleaginosas sdo estratégias utilizadas para o rapido ganho genético
de importantes espécies oleaginosas, assim como a multiplicacdo em larga escala (VIDOZ,
2004).

Para que a aplicacdo da micropropagacdo torne-se vidvel comercialmente e possa
competir com os métodos tradicionais de propagacdo sexuada ou assexuada (estaquia,
enxertia, mergulhia, etc.), é necessario reduzir os custos de producdo (ALTMAN, 1999) e/ou
aumentar a eficiéncia do processo, justificando-se assim 0 uso dessa técnica em espécies

oleaginosas.
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3.2.2- Micropropagacédo de Crambe abyssinica Hochst

Li et al. (2010), trabalhando com hipocotilos de C. abyssinica cv. Galactica,
descreveram um protocolo de inducéo direta de brotos, a partir de segmentos de hipocotilos,
em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 10 uM de TDZ e 2,7 uM de
ANA, promovendo a mais alta frequéncia de regeneracdo encontrada neste trabalho, até 60%.

Em um novo trabalho, Li et al. (2011) obtiveram 95% de regeneracdo de brotos a
partir de segmentos de hipocétilo, viabilizando estudos relacionados ao melhoramento
genético da espécie como a transgenia e a hibridizacdo somatica (WANG; LUO, 1998;
WANG; SONNTAG; RUDLOFF, 2003; WANG et al., 2004).

Li et al. (2011) também investigaram os efeitos da fonte de nitrogénio, da fonte de
carbono, do AgNOs, das condigdes culturais, assim como da concentragdo e combinagdo de
reguladores de crescimento, concluiram que, dentre estes fatores, as fontes de nitrogénio e as
concentrag0es e combinagdes dos reguladores de crescimento, desempenharam um papel
importante na regeneracdo de brotos. Descrevendo que para a regeneracao eficiente de brotos
em hipocétilos de C. abyssinica cv. galactica, deve-se utilizar o meio Lepiovre (QUOIRIN et
al., 1977) suplementado com 16 g L de glicose, 0,5 g L™* AgNOs, 2,2 mg L de TDZ, 0,5
mg L' ANA e 2,5 g L Gelrite.

Chhikara et al. (2012) demonstraram que a indugdo de calo € melhor em meios
contendo 2 mg L de BAP, 2 mg L™ de ANA e 20 uM de AgNOQs, ao passo que, meios com 2
mg L de BAP, 0,02 mg L de ANA e 20 uM de AgNO3 apresentam maior eficiéncia na
regeneracdo de brotos por explante, com uma frequéncia de 70%.

Palmer e Keller (2011) utilizaram cotilédone, hipocoétilo e raiz como explantes para
inducdo da embriogénese somatica em C. abyssinica cv. Prophet. A frequéncia de formacéo
de calo para cotilédones e hipocotilos foi de 100% nos tratamentos com 4,5 a 33,9 uM de 2,4-
D e 13,0 a 39,0 uM ANA, ressaltando ainda que os explantes de raiz foram menos
responsivos a esses tratamentos. Os embrides sométicos foram induzidos quando os calos
foram transferidos para um meio contendo 0,56 UM de TDZ e BAP com 1,0 uM AIB. O
maior numero médio de embrides por calo (36) foi obtido a partir de hipocotilos submetidos a
22,6 UM de 2,4-D. Segundo os autores, os resultados indicam que os niveis elevados de
auxinas sdo necessarios para a inducdo de calo embriogénico, enquanto citocininas sao
criticas para formagao de embriGes somaticos.

Portanto, constatata-se que poucos trabalhos foram realizados com crambe, mesmo

tendo importancia econdmica e emprego na agroenergia. Assim, abre-se um vasto campo para
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investigacbes que tenham como objetivo desenvolver as potencialidades dessa cultura e,
consequentemente, melhorar os aspectos agronémicos e tecnoldgicos para seu emprego na

industria de biodiesel.

3.3- O Uso de Marcadores Moleculares em Estudos de Estabilidade Genética Vegetal em

Plantas Micropropagadas

A introducdo de técnicas moleculares no inicio da década de 80 propiciou maior
seguranca, rapidez e eficiéncia nos estudos de identificacdo, caracterizagdo e mapeamento
genético (BERED; BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997). O advento dos marcadores
genéticos, definidos como caracteres com mecanismos de heranca simples (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998), permite avaliar diferengas genéticas entre dois ou mais individuos
(MILACH, 1998). Esses marcadores podem ser divididos em dois grupos bésicos,
morfoldgicos e moleculares.

Os marcadores moleculares, inicialmente marcadores enzimaticos (isoenzimas), e,
mais recentemente, marcadores de DNA, oferecem oportunidade de estudo de variabilidade
genética existente dentro e entre espécies distintas (SANTOS, 2008). Em compara¢do com 0S
marcadores morfolégicos, citolégicos e enzimaticos utilizados para deteccdo dessas variacoes,
os marcadores de DNA tém a vantagem de serem estaveis, hereditarios, altamente
reprodutiveis, detectaveis em todos os tecidos, confiaveis, de facil acesso, rapido uso e
independente do ambiente de desenvolvimento (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH,
2008; PATHAK; DHAWAN, 2012).

Marcadores moleculares de DNA tém sido usados para identificacdo de genes de
resisténcia a doencas, insetos e pragas; avaliacdo e caracterizacdo de germoplasma;
melhoramento dos parentais de hibridos; introgressdo génica e selecdo assistida por
marcadores; desenvolvimento de mapas genéticos; determinacdo de grupos heterdticos e
associacao com regifes gendmicas que afetam heterose; reconstituicdo de pedigrees; testes de
pureza genética; associacdo com caracteres quantitativos; estudos de interacdo gendtipo-
ambiente; entre outros (MILACH, 1998; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998;
ANDERSEN; LUBBERSTEDT, 2003; BOREM, 2009; ARRIEL et al., 2009). Nos dltimos
anos, esses marcadores também vém sendo aplicados com sucesso na avaliacdo da

estabilidade genética de plantas regeneradas por meio das técnicas da cultura de tecidos
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vegetais (GOEL; KUKREJA; BISHT, 2009; KISHOR; DEVI, 2009; RAI et al., 2010;
SHARMA et al., 2011; SINGH; RAI; SAHOO, 2012; PATHAK; DHAWAN, 2012).

O uso de marcadores moleculares de DNA baseados na técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction), tais como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple
Sequence Repeats), ISSR (Inter-Simples Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) estdo sendo rapidamente integrados como ferramentas de rotina em
laboratdrio de cultura de tecidos vegetais no intuito de realizar uma rapida avaliacdo da
estabilidade genética de plantas micropropagadas (SMYKAL et al., 2007; SHARMA et al.,
2011).

A avaliacdo da constituicdo e da estabilidade genética in vitro de plantas regeneradas
torna-se importante para a deteccdo de sutis variagdes fenotipicas, citologicas, bioquimicas
e/ou moleculares (BORCHETIA et al., 2009), possibilitando, dessa forma, um planejamento
estratégico para a propagacdo de espécies com qualidade e uniformidade desejada antes de
serem liberadas para fins comerciais (BHATIA et al., 2009). Contudo, alguns trabalhos
demonstraram que a ocorréncia de variacdo genética é algo comum em cultura de células
vegetais ou em plantas originadas in vitro por meio da regeneracdo via organogénese e/ou
embriogénese somatica (CHUANG et al., 2009; MODGIL et al., 2012; ZHAO et al., 2012).

Essa variagdo genética gerada por meio dos processos de manipulacdo de células,
tecidos ou érgdos vegetais in vitro é denominada de variacdo somaclonal, termo que, embora
comumente utilizado na cultura de tecidos vegetais, € considerado impreciso e controverso
(VAZQUEZ, 2001). A variacdo somaclonal é um dos grandes problemas associados a
micropropagacdo comercial (OH et al., 2007) e sua frequéncia varia de acordo com a espécie,
fonte de explante, via de regeneracao (embriogénese somaética, organogénese ou multiplicacédo
de gemas apicais e laterais), composicdo do meio de cultura, condi¢Ges de cultivo e numero
de subcultivos (BENNICI; ANZIDEI; VENDRAMIN, 2004).

Portanto, a utilizacdo de marcadores moleculares de DNA como estratégia para
estudos de estabilidade genética ou deteccdo de variacdo somaclonal nos processos de
regeneracdo in vitro permite melhor compreensdo dos aspectos béasicos de desenvolvimento,
além de propiciar a otimizacdo de sistemas e protocolos de regeneracdo de plantas in vitro

para fins aplicados e biotecnoldgicos.
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3.3.1- Marcadores Moleculares

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacdo ou amplificacdo de
DNA (BERED; BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997). Entre os identificados por
hibridizacdo estdo os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e
Minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Ja aqueles revelados
por amplificacdo incluem os marcadores do tipo: RAPD, SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), Microssatélite ou SSR, ISSR e AFLP.

A técnica que envolve o marcador do tipo RAPD (WILLIANS et al.,, 1990) €
amplamente utilizada para a deteccdo de diversidade genética, porque tem a vantagem de ser
tecnicamente simples, de menor custo, menor nimero de etapas, requer pequenas quantidades
de DNA, rapidez na obtencdo de resultados, além da aplicabilidade imediata a qualquer tipo
de organismo (CEASAR et al., 2010; MILLACH, 2012), sendo uma ferramenta (til para a
analise da estabilidade genética de plantas cultivadas in vitro (GHEORGHE et al., 2009). O
nivel de polimorfismo obtido com RAPD varia grandemente com a espécie estudada
(MILLACH, 2012). No entanto, tem a desvantagem de proporcionar baixa repetibilidade e
consisténcia entre laboratorios, dificultando a comparagdo de resultados obtidos em diferentes
locais (CARVALHO et al., 2004). A maior parte dessas limitacGes pode ser minimizada pelo
cuidadoso ajuste da reacdo, manipulacao, preparo de reagentes e das condi¢Ges experimentais
(OLMOS et al., 2002; CAIXETA et al., 2009).

Essa técnica baseada em PCR com um Unico primer mais curto (£ 10 nucleotideos) e
arbitrario, amplifica um conjunto de segmentos de DNA aleatoriamente distribuidos por todo
0 genoma, podendo detectar polimorfismos genéticos (CARVALHO et al., 2004; CAIXETA
et al., 2009). As bases moleculares do polimorfismo revelado pelo RAPD podem ser
mutacBes de ponto no sitio de pareamento do primer, impedindo 0 seu pareamento e a
consequente amplificacdo do fragmento de DNA (CAIXETA et al., 2009).

Os marcadores RAPD apresentam como caracteristica basica a dominancia, ou seja,
esse tipo de marcador ndo permite distinguir individuos homozigotos dominantes de
heterozigotos em uma populacdo (CAIXETA et al., 2009).

Os Microssatélites ou SSRs envolvem o desenvolvimento de primers especificos, que
sdo sequéncias simples de dois a seis nucleotideos repetidos em tandem (BUSO et al., 2003;
PATHAK; DHAWAN, 2012). Essa técnica inicialmente é elaborada e cara, porém, uma vez
que esteja disponivel, o custo assemelha-se ao do RAPD, com exce¢do dos géis para correr 0s
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fragmentos de DNA que devem ser de poliacrilamida ou gel de agarose de alta resolucdo e de
custo mais elevado (MILLACH, 2012).

A maior vantagem dessa técnica é o elevado polimorfismo revelado, o que a torna uma
das melhores opcdes para uso na caracterizacdo de cultivares, especialmente em germoplasma
aparentado e de baixa variabilidade (BURG et al., 2007). Esses marcadores estdo substituindo
rapidamente outros marcadores em varios tipos de estudos genéticos, principalmente, devido a
sua reprodutibilidade, simplicidade técnica, a pequena quantidade de DNA requerida e ser
codominante (diferencia homozigotos de heterozigotos) (BUSO et al., 2003; CAIXETA et al.,
2009), constituindo uma ferramenta extremamente eficiente na identificacdo e diferenciacdo
de individuos.

A grande limitacdo dos SSRs é a necessidade de serem desenvolvidos especificamente
para cada espécie, processo este demorado, trabalhoso e de alto custo, ndo sendo possivel
utilizar a estratégia de desenho de “primers universais” (BUSO et al., 2003; CAIXETA et al.,
2009).

O polimorfismo nos microssatélites, geralmente associados ao tamanho da banda,
resulta da ocorréncia de diferentes niUmeros de unidades repetitivas dentro da estrutura do
microssatélite. Essa variacdo no nimero de repeticdes em tandem pode ter sido originada de
crossing-over desigual ou erro da DNA polimerase durante a replicagdo, as quais se
acumulam mais rapidamente nas populacGes do que mutagfes do tipo insercdo e delecéo,
responsaveis pelo polimorfismo de outros marcadores moleculares (CAIXETA et al., 2009).

O ISSR, que é um método baseado em microssatélites, utiliza um UGnico primer
composto por uma sequéncia do microssatélite para amplificar principalmente as regifes
inter-SSR de diferentes tamanhos, enquanto os SSRs séo baseados na amplificagdo da regido
repetida usando dois primers loco-especificos (BHATIA et al., 2009). Marcadores ISSR néo
requerem o conhecimento prévio do genoma a ser estudado para o desenho do primer,
combinando, ainda, a maior parte das vantagens do SSR e AFLP e a universalidade do RAPD
(REDDY; SARAL; SIDDIQ, 2002). Esses marcadores sdo utilizados, sobretudo, para
avaliacdo da diversidade genética, estimativa de parentesco genético e estabelecimento de
padr@es para a identificacdo génica (MARITANO et al., 2010).

Comparado com o RAPD, o ISSR tem maior reprodutibilidade, maior polimorfismo,
sendo mais informativo (REDDY; SARAL; SIDDIQ, 2002). Além disso, o comprimento
longo dos primers de ISSR (15-30 nucleotideos), contra 10 nucleotideos dos RAPDs, permite
a utilizacdo de elevadas temperaturas de anelamento, o que conduz a uma maior estabilidade
no processo de amplificacdo (PATHAK; DHAWAN, 2012). Entretanto, assim como 0 RAPD,
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os primers de ISSR sdo marcadores dominantes (DEBNATH, 2011). A origem do
polimorfismo estd na auséncia de sequéncia repetida no genoma ou a presenca de uma
delecdo ou insercdo que modifique a distancia entre as repeticbes (GOULAO; OLIVEIRA,
2001).

O ensaio com ISSR ¢é muito simples, rapido, altamente discriminativo, confidvel, com
associada eficiéncia nos custos (custo-beneficio), requer pequena quantidade de DNA e nao
necessita de primers especificos (REDDY; SARAL; SIDDIQ, 2002; LAKSHMANAN;
VENKATARAMAREDDY; NEELWARNE, 2007). Essas caracteristicas tornam esse
marcador um dos mais apropriados para a deteccdo de estabilidade clonal de plantas
micropropagadas (SREEDHAR; LAKSHMANAN; BHAGYALAKSHMI, 2007).

Por dltimo, a técnica de AFLP possui grande capacidade para deteccdo de
variabilidade genética sendo também utilizada na caracterizacdo de cultivares (MILLACH,
2012), demonstrando diferencas em um conjunto de fragmentos selecionados e digeridos com
enzimas de restricdo (CAIXETA et al., 2009). As principais caracteristicas dos marcadores
AFLP sdo a capacidade de analisar, simultaneamente, varias regides diferentes do genoma e a
sua alta reprodutibilidade (MOGANEDI et al., 2007).

Entre as vantagens no uso desses marcadores AFLP estdo o alto grau de polimorfismo
e 0 alto nimero de bandas obtidas por gel analisado (JALIGOT; BEULE; RIVAL, 2002;
CHUANG et al., 2009). O AFLP necessita de gel de poliacrilamida para maior resolucdo dos
fragmentos, protegida por patente (MILLACH, 2012), requer elevada qualidade e quantidade
de DNA (PATHAK; DHAWAN, 2012), utiliza produtos quimicos radioativos, equipamentos
sofisticados, trabalho intenso, e alto custo associado (CAIXETA et al., 2009). Todos esses
fatores citados podem limitar a aplicacdo dessa técnica na rotina de alguns laboratorios.

O polimorfismo obtido pelos marcadores AFLP é resultado de mutacdo no sitio de
restricdo, mutacdo na sequéncia adjacente ao sitio de restricdo e complementar a regido de
anelamento do primer, além da ocorréncia de insercdo ou delecdo dentro dos fragmentos
amplificados (CAIXETA et al., 2009). Segundo esses autores, a grande desvantagem dos
marcadores AFLP é a dificuldade de identificar variantes alélicos em um loco especifico, o

que leva sua utilizagdo, quase que exclusivamente, como marcador dominante.
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3.3.2- Estabilidade Genética Vegetal e Variacdo Somaclonal

A estabilidade genética deve-se a capacidade que as celulas tém, durante a divisao
mitotica, de transmitir a informacdo genética a partir de uma célula formada, gerando outras
duas células com a mesma composi¢ao genética, mantendo assim, inalterada a composicao e o
teor de DNA caracteristico da espécie, garantindo a manutencdo da identidade genética ao
longo das divisoes.

Para os processos de propagacdo clonal, como a micropropagacdo, a estabilidade
genética é um dos requisitos mais importantes para qualquer espécie em cultivo (RAHMAN;
RAJORA, 2001; GHEORGHE et al., 2009). No entanto, Gheorghe et al. (2009) relataram
qgue, quando um tecido vegetal de videira € submetido ao cultivo in vitro, as plantas
regeneradas podem ndo se assemelhar a cdpias clonais do genotipo doador.

Alguns trabalhos relatam variacBes genéticas, epigenéticas e fenotipicas ocorrendo
durante os processos de regeneracdo in vitro (BENNICI; ANZIDEI; VENDRAMIN, 2004,
GOEL; KUKREJA; BISHT, 2009; MIGUEL; MARUM, 2011; ZOGHLAMI et al., 2012;
PATHAK; DHAWAN, 2012; ZHAO et al., 2012). Desse modo, as condi¢des de cultivo in
vitro parecem afetar a estabilidade dos genomas de plantas, pois, varias espécies vegetais e
genotipos respondem de forma diferente sob algumas condicGes (BURG et al., 2007). Ainda
segundo esse autor, a instabilidade genética € induzida por estresse in vitro e varia entre
familias, ressaltando, que o potencial embriogénico e regenerativo de uma espécie estdo
correlacionados positivamente com o grau de instabilidade genética.

Essas variagdes que surgem espontaneamente em cultivos in vitro sdo denominadas de
variacfes somaclonais, tais variaches sdo a soma de variacOes genéticas (mutacGes
cromossdmicas e génicas) que sao incorporadas nas plantas regeneradas de uma espécie
(TULMANN NETO; MENDES; ANDO, 1998), podendo ser estaveis e transmissiveis aos
descendentes ou apenas de expressao transiente (variacdes epigenéticas). As razdes para que
ocorram as variagdes somaclonais ainda ndo estdo bem esclarecidas, embora fatores como
tempo de cultivo (MINANO; GONZALEZ-BENITO; MARTIN, 2009), nimero de
subcultivos ou repicagens (HAMAD; TAHA, 2008; BORSE; CHIMOTE; JADHAV, 2011,
SHARMA et al., 2011), utilizagdo de fitorreguladores (BAIRU; FENNELL; STADEN, 2006;
BISWAS et al., 2009), tipo de explante (CHUANG et al., 2009), passagem pela fase de calo
(PEREDO; REVILLA; GARCIA, 2006), genétipo (KHAN et al., 2009), composicdo do meio
de cultura (LUTTS; KINET; BOUHARMONT, 1998) e o nivel de ploidia e mosaicismo
(NAKANQO et al., 2006) séo considerados agentes capazes de induzir variabilidade in vitro.



41

Os mecanismos propostos relacionados & variagdo somaclonal incluem mutaces
cromossémicas e pontuais, recombinagdo somatica, trocas entre cromatides irmds, rearranjos
genéticos somaticos, atividade de elementos transponiveis e instabilidade das sequéncias
repetidas em tandem (PHILLIPS; KAEPPLER; OLHOFT, 1994, MOHAN, 2001;
GHEORGHE et al., 2009), além dos processos epigenéticos, como a metilagio do DNA
(MIGUEL; MARUM, 2011).

Mudangcas na estrutura genética de mitocondrias e cloroplastos tém sido identificadas,
em alguns casos, como provenientes da variacdo somaclonal (BENNICI; ANZIDEI,
VENDRAMIN, 2004). De acordo com Bennici, Anzidei e Vendramin (2004), geralmente a
cultura de células vegetais em si gera variabilidade genética por aumentar a frequéncia de
mutacdes nas células. Alguns autores relatam o surgimento de variacdo somaclonal
indesejavel em seus trabalhos (RANI; RAINA, 2000; TRIPATHI; MATHISH;
GURUMURTHI, 2006).

Apesar disso, a variagdo somaclonal também é considerada uma ferramenta valiosa no
melhoramento genético de espécies vegetais, em que, tais variacdes nos tecidos regenerados a
partir de células somaticas podem ser utilizadas no desenvolvimento de culturas com novas
caracteristicas de interesse (TULMANN NETO; MENDES; ANDO, 1998). Por meio da
aplicacdo de pressdo de selecdo no tecido durante o cultivo in vitro é possivel desenvolver
somaclones resistentes a estresses bioticos e abioticos (JAIN, 2001).

3.3.3- Avaliagdo da Estabilidade Genética Vegetal no Cultivo in vitro

Como ja relatado, as técnicas moleculares sdo ferramentas poderosas e valiosas na
analise da estabilidade genética de plantas propagadas in vitro (DEVARUMATH et al., 2002).
Os marcadores moleculares, principalmente os de DNA, tém sido particularmente sugeridos
por serem Uteis na confirmacdo da estabilidade genética logo ap6s o processo de propagacéo,
0 que é ainda mais vantajoso em espécies com ciclo de vida longo, pois uma avaliacdo por
marcadores morfoldgicos s6 poderia ser realizada ap6s a sua fase juvenil e em condicfes de
campo (GHEORGHE et al., 2009).

Dentre os marcadores moleculares de DNA, o0 RAPD, SSR, ISSR e o AFLP s&o 0s mais
utilizados para a avaliacdo da estabilidade genética ou deteccdo de variagdo somaclonal. Um
levantamento de publicagdes cientificas com esses marcadores (n = 45), indexadas nas bases

SpringerLink® (MetaPress) e ScienceDirect® (Elsevier), demonstrou que nos Gltimos cinco
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anos, aproximadamente 47% dos trabalhos utilizaram RAPD para avaliar a estabilidade
genética das plantas regeneradas, seguido por aproximadamente 18% dos demais marcadores
(SSR, ISSR e AFLP). Os marcadores enzimaticos (isoenzimas) também podem ser utilizados
para examinar a estabilidade genética, mas sdo limitados tanto pelo nimero quanto pela
quantidade de polimorfismo apresentados, e dependem do controle da expressdo génica
(BINDIYA; KANWAR, 2003).

Alguns desses marcadores tém sido empregados para analisar a variagdo genética
induzida pelas técnicas de cultura de tecidos vegetais, incluindo espécies frutiferas (Magé -
PATHAK; DHAWAN, 2012; Mirtilo - DEBNATH, 2011; Morango - DEBNATH, 2009; Uva
- GHEORGHE et al., 2009; Kiwi - PALOMBI; DAMIANO, 2002), hortalicas (Camélia -
BORCHETIA et al., 2009; Funcho - BENNICI; ANZIDEI; VENDRAMIN, 2004; Couve-flor
- LEROY et al., 2001), florestais (Pinus - BURG et al., 2007; Falsa-acacia - BINDIYA,
KANWAR, 2003; Cinamomo - OLMOS et al., 2002; Populus tremuloides - RAHMAN;
RAJORA, 2001), grdos (Soja - CAMPBELL et al., 2011; Arroz - MEDINA et al., 2004),
oleaginosas (Pinhdo-manso - SHARMA et al., 2011; SARKAR; ANAND; REDDY, 2010;
Patchouli - PAUL et al., 2010; Castanheira - CARVALHO et al., 2004), energéticas (Cana-
de-aglcar - GILBERT et al., 2009; LAKSHMANAN, et al., 2006; Eucalipto - TRIPATHI,
MATHISH; GURUMURTHI, 2006), dentre outras (Eclipta - SINGH; RAI; SAHOO, 2012;
Crisantemo - MINANO; GONZALEZ-BENITO; MARTIN, 2009; Gérbera - BHATIA et al.,
2009).

Os marcadores do tipo RAPD tém sido amplamente utilizados para a deteccdo de
variabilidade genética de plantas regeneradas in vitro (GOEL; KUKREJA; BISHT, 2009;
KISHOR; DEVI, 2009; SHARMA et al., 2011; SINGH; RAI; SAHOO, 2012), sobretudo pelo
fato da facilidade de sua execucéo, ser de baixo custo e requerer baixa quantidade de DNA
para analise (CEASAR et al., 2010; ASTHANA; JAISWAL,; JAISWAL, 2011).

Enquanto os marcadores RAPD sdo largamente utilizados para analisar a variagao
genética gerada pelas técnicas in vitro, os SSR, por serem marcadores moleculares
relativamente recentes e usados principalmente em estudos de genética humana e animal, sua
aplicacdo na area vegetal esta relacionada aos trabalhos de avaliacdo de similaridade genética
(ou dissimilaridade) (PALOMBI; DAMIANO, 2002), embora existam relatos do seu uso para
avaliar fidelidade genética de material micropropagado. Um estudo comparativo de Palombi e
Damiano (2002), entre RAPD e SSR, na deteccdo de variagdes geneéticas entre plantas

micropropagadas de kiwi (Actinidia deliciosa A. Chev - Actinidiaceae), mostrou que apenas
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0os marcadores SSR foram capazes de detectar polimorfismos no tecido das plantulas
regeneradas.

Em pinhdo-manso (Jatropha curcas L. — Euphorbiaceae), a analise por meio de RAPD
de plantas provenientes de segmento nodais utilizados como explante confirmou uma
similaridade genética entre os clones e suas respectivas plantas-mae (LEELA et al., 2011).

Borchetia et al. (2009), avaliando a estabilidade genética de plantas regeneradas a partir
de cotilédones, compararam a eficiéncia dos marcadores RAPD, ISSR e SSR em camélia
(Camellia sinensis L. — Theaceae). Os autores relataram que os SSR demostraram estabilidade
genética completa entre os regenerados, ou seja, 100% de similaridade. Algumas plantas
apresentaram variacoes com os primers de RAPD e ISSR, contudo estes mostraram
semelhancas acima de 80% com a planta doadora de explante, 0 que segundo 0s autores nao
foi uma diferenca significativa.

O uso de marcadores ISSR para avaliacdo da estabilidade genética também ja esta bem
documentado (LEROY et al, 2001; JOSHI; DHAWAN, 2007; LAKSHMANAN;
VENKATARAMAREDDY; NEELWARNE, 2007; BHATIA et al., 2009). Segundo Leroy et
al. (2001), esses marcadores séo considerados adequados para detectar variaces derivadas da
cultura de tecidos em plantas da familia Brassicaceae, tais como, couve-flor (Brassica
oleracea), colza (Brassica napus), rabanete (Raphanus sativus), crambe (Crambe abyssinica),
dentre outras.

Embora os marcadores ISSR e RAPD demonstrem capacidade apurada em identificar
estabilidade genética em algumas plantas micropropagadas (SREEDHAR; LAKSHMANAN;
BHAGYALAKSHMI, 2007; ALIZADEH; SINGH, 2009), alguns estudos revelam que o
ISSR produz maior nimero de bandas polimorficas do que o RAPD (PATHAK; DHAWAN,
2012), revelando assim maior sensibilidade para distinguir genotipos.

Pathak e Dhawan (2012) demonstraram que marcadores ISSR, comparado com RAPD,
tem maior nimero de fragmentos polimdrficos por primer devido a abundancia de regides de
SSR em plantas de macd (Malus domestica Borkh var. rootstock Merton 793 — Rosaceae)
regeneradas a partir de gemas axilares. Em um estudo similar, Devarumath et al. (2002)
revelaram que, em plantas de camélia micropropagadas por segmentos nodais, 0s ISSR
detectaram mais loci polimorficos (12,8%) do que marcadores RAPD (4,28%).

Sharma et al. (2011), em seu trabalho com plantas regeneradas de pinhdo-manso por
meio de gemas axilares, investigaram a estabilidade genética utilizando RAPD e AFLP, e

concluiram que ambos marcadores sdo eficientes na discriminacdo de genotipos dessa
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espécie, sugerindo ainda que esses explantes sdo adequados para a regeneracdo de clones com
alta estabilidade genética.

Portanto, é notorio que os clones de uma espécie possam, as vezes, mostrar
uniformidade genética com um determinado marcador molecular e variagdo com outro. Sob
tais circunstancias, o indicado é que seja feito um fingerprint do DNA dessas espécies, 0 que
identificaria com precisédo as diferencas genéticas entre as plantas estudadas.

Com relacdo as principais vias de regeneracao utilizadas normalmente em estudos in
vitro, Leroy et al. (2001), usando ISSR em couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis -
Brassicaceae), ndo encontraram polimorfismo entre os diferentes regenerantes originados a
partir de embriBes somaticos derivados de hipocotilo. No entanto, esses mesmos autores
observaram que em 224 calos de couve-flor, apenas seis apresentaram estabilidade genética.

Resultados semelhantes foram detectados por Sanchez et al. (2003), em seu estudo com
carvalho (Quercus robur — Fabaceae), em que ndo observaram nenhuma alteracdo genética,
utilizando marcadores RAPD em plantulas regeneradas por embriogénese somatica a partir de
folhas e segmentos nodais. JA& em tamareira (Phoenix dactylifera L. cv. Zaghloul —
Arecaceae), plantas regeneradas a partir de embrides somaticos obtidos de calos
embriogénicos de &pices caulinares exibiram variacdo somaclonal utilizando essa mesma
técnica (SAKER et al., 2000).

Brotos regenerados a partir de calos em amendoim [Arachis pintoi (Krap. and Greg.) -
Fabaceae] demonstraram ser similares as plantas-mée pela técnica de RAPD; portanto,
nenhuma variacdo somaclonal foi evidente com o uso deste método (CARVALHO;
QUESENBERRY; GALLO, 2010).

Heinze e Schmidt (1994) sugeriram que a proliferacdo de calos envolve provavelmente
menor atividade génica do que a formacdo de embrides somaticos ou regeneracdo de plantas.
Como resultado, plantas regeneradas por via direta sdo provavelmente mais geneticamente
estaveis do que aquelas regeneradas por via indireta (SANCHEZ et al., 2003).

Resultados semelhantes foram relatados por Debnath (2011), em que plantas
micropropagadas de mirtilo (Vaccinium angustifolium Ait. — Ericaceae) obtidas por meio de
organogénese direta de brotos a partir de explantes foliares, mostraram-se geneticamente
estaveis. Embora seja relatada maior variagdo genética relacionada predominantemente com a
regeneracdo de plantas a partir de estruturas desorganizadas como os calos (PIOLA; ROHR;
HEIZMANN, 1999), essas varia¢cGes também tém sido relatadas em pléantulas derivadas via
organogénsese direta, como por exemplo, por meio de gemas axilares (SONEJI; RAO;
MHATRE, 2002).
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Considerando a importancia de assegurar a estabilidade genética de plantas regeneradas
in vitro em programas de conservacdo e micropropagacdo, € importante escolher uma via de
regeneracdo que ndo permita ou dificulte a inducdo dessas varia¢fes indesejaveis. Com 0s
resultados aqui apresentados, fica claro que a inducao de células a partir da proliferacdo de
estruturas organizadas como apices caulinares ou gemas axilares é a forma mais confiavel
para se manter a estabilidade genética no material propagado in vitro. Assim, as vias de
regeneracdo direta por organogénese ou embriogénese somatica representam a abordagem
mais indicada em relacdo a fase indireta de calo, pois essa Ultima pode vir a induzir variagdes
significativas.

Alguns fatores no cultivo in vitro podem influenciar na manutengdo da estabilidade
genética, como a formulacao salina do meio, tipo e concentracdo do regulador de crescimento,
o0 tipo e idade do explante, os numeros de subcultivos, o tempo de cultivo, dentre outros
(BENNICI; ANZIDEI; VENDRAMIN, 2004).

Em funcéo disso, alguns trabalhos investigam a influéncia de tipo e concentracdo do
regulador de crescimento, assim como o tipo e idade dos explantes sobre o aparecimento de
possiveis variacdes somaclonais nos materiais regenerados in vitro.

Plantas micropropagadas a partir de estruturas pré-formadas, tais como &pices
caulinares (KISHOR; DEVI, 2009) e gemas axilares (DEBNATH, 2011) foram relatadas
mantendo a estabilidade clonal. Contudo, ainda existem possibilidades de gerar variantes
somaclonais utilizando esses explantes (RANI; RAINA, 2000).

Os resultados de analise de estabilidade genética apresentados por Borchetia et al.
(2009) confirmaram o fato de que a micropropagacdo a partir das gemas axilares € o modo
mais seguro de se evitar o aparecimento de variacGes indesejadas e produzir clones
geneticamente verdadeiros. Existem relatos na literatura que citam resultados semelhantes
(CARVALHO et al., 2004; MARTINS; SARMENTO; OLIVEIRA, 2004).

A utilizacdo de marcadores ISSR para avaliar a estabilidade genética de plantulas de
Swertia chirayita (Gentianaceae) propagadas in vitro por meio da multiplicagdo gemas
axilares confirmou a estabilidade clonal do material regenerado e corroborou com o fato de
que a multiplicagdo desses explantes € 0 modo mais seguro para a multiplicacdo de plantas
(JOSHI; DHAWAN, 2007).

Bhatia et al. (2009) concluiram que a fonte de explantes e a via de regeneracdo adotada
tém efeito significativo sobre a estabilidade genética de plantas micropropagadas de gérbera
(Gerbera jamesonii Bolus - Asteraceae). Os autores relataram que inflorescéncias e apices

caulinares de gérbera podem ser explorados com seguranga como explantes para a
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multiplicagdo massal de plantas genotipo-verdadeiras, enquanto as folhas devem ser evitadas
como explante, pois mostraram algum grau de variagcbes somaclonais.

Na cultura da macé existem poucos relatos sobre a avaliacdo da fidelidade genética de
plantas regeneradas, e a maioria séo baseados em analise com marcadores RAPD. Caboni et
al. (2000) relataram a ocorréncia de variacbes somaclonais em plantas de macieira (Malus
domestica Borkh - Rosaceae) regenerada por meio de organogénse de folhas e avaliadas por
RAPD. No entanto, plantas regeneradas a partir do meristema apical demonstraram alta
estabilidade genética.

A variagdo somaclonal também foi observada em plantas de couve-flor (Brassica
oleracea var. botrytis - Brassicaceae) propagadas a partir de meristemas de raizes adventicias
e na cultura de anteras derivadas de duplo-haploides de colza (Brassica napus - Brassicaceae)
regeneradas a partir de calos cotiledonares (CARDOZA; STEWART JUNIOR, 2004).

Eeuwens et al. (2002) avaliaram o efeito da auxina 2,4-D em dendé (Elaeis guineensis
Jacq - Arecaceae). Explantes radiculares e foliares tratados com altos niveis de 2,4-D
regeneram plantas que apresentaram variacdo somaclonal. Alguns estudos suportam a ideia de
que o fendtipo anormal de plantas regeneradas €, provavelmente, o resultado da sensibilidade
e/ou resposta aos reguladores de crescimento na cultura in vitro (JALIGOT et al., 2011).Por
isso, tem sido proposto que a acgdo dos reguladores de crescimento seja mediada por meio de
modificacOes epigenéticas (KROGAN; LONG, 2009).

A cultura de tecidos € reconhecida como uma das principais areas da biotecnologia,
principalmente por seu uso potencial para a multiplicacdo clonal rapida e conservacdo de
espécies vegetais importantes. No entanto, para o uso continuo de suas ferramentas como
fornecedora de material vegetal para fins comerciais, 0 monitoramento periédico do grau de
estabilidade genética de plantas propagadas in vitro € de extrema importancia.

O uso de técnicas de PCR com marcadores moleculares tais como RAPD, SSR, ISSR e
AFLP sdo imprescindiveis para deteccdo de variacdes genéticas em culturas in vitro,
denominadas comumente de variagdes somaclonais. Tais técnicas devem ser utilizadas com
rigor, devendo inicialmente reconhecer o individuo e o explante utilizado.

Novos estudos sdo necessarios para entender como e onde no genoma das plantas
cultivadas in vitro ocorrem as variacdes genéticas. A partir desse conhecimento, € possivel
desenvolver marcadores moleculares mais adequados para detectar a variabilidade genética de

plantas micropropagadas.
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3.4- Anatomia Vegetal de Plantulas in vitro

A Anatomia Vegetal € o ramo da Botanica que estuda a estrutura interna dos
organismos vegetais, permitindo a descricdo de células, tecidos e Orgdos quanto a sua
ontogénese,  constituicio e funcdo (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-
GUERREIRO, 2003). A anatomia pode auxiliar na compreensdo de varios fenémenos
relacionados ao corpo vegetal, dentre os quais, as respostas ao cultivo in vitro. Sendo exposta
a essa nova condicao artificial, as células vegetais podem expressar um potencial morfogénico
que ndo se expressaria in vivo (RODRIGUES; OLIVEIRA; MARIATH, 2004).

A propagacdo in vitro tem sido extensivamente utilizada para a répida multiplicacdo
de muitas espécies vegetais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Mas o sucesso final da
propagacdo, no ambito comercial, depende da capacidade de transferir as plantas para o
ambiente ex vitro em larga escala, com baixo custo e altas taxas de sobrevivéncia
(HAZARIKA, 2006).

Para isso, a anatomia vegetal tem sido utilizada como ferramenta de valiosa
importancia no sucesso das técnicas de micropropagacao (SILVA; ALQUINI; CAVALLET,
2005). Diversos estudos tém caracterizado histologicamente os processos de morfogénese in
vitro (APPEZZATO-DA-GLORIA; VIEIRA; DORNELAS, 1999; RODRIGUES;
OLIVEIRA; MARIATH, 2004, DOUSSEAU et al, 2008, FERMINO JUNIOR;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2009; CHIRINEA et al., 2012), e segundo Lombardi et al.
(2007), para o completo uso da ferramenta de micropropagacdo, faz-se necessaria a

compreensdo dos aspectos histolégicos e morfolégicos.

3.4.1- Alteracbes Anatdmicas in vitro

Plantas cultivadas in vitro, frequentemente, exibem peculiaridades no seu
desenvolvimento anatémico, morfoldgico e fisioldgico (MAJADA et al., 1998; CALVETE et
al., 2002; FERMINO JUNIOR; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2009). Estas podem desenvolver
determinadas caracteristicas que sdo incompativeis com o seu estabelecimento em campo,
isso devido as condigdes de cultivo in vitro, com ambiente hermeticamente fechado, entrada
de CO:2 limitada, baixo nivel de luz, em condicOes assépticas, em meio contendo agucar

(sacarose), nutrientes e grandes doses de reguladores de crescimento, para permitir o
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crescimento heterotrofico, e em ambiente com alta umidade relativa do ar (POSPISILOVA et
al., 1999; LEE et al., 2000; HAZARIKA, 2006).

No que se refere a anatomia, as plantas in vitro sdo, geralmente, diferentes daquelas
crescidas em casa de vegetacdo ou em campo (in vivo) (ALBARELLO et al., 2001; LOURO
et al.,, 2003; OLIVEIRA et al., 2008), além disso, também podem ocorrer alteracbes
adaptativas da transferéncia do ambiente in vitro para ex vitro, ou seja, durante a
aclimatizacdo (ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2001; ROMANO; MARTINS-
LOUCAO, 2003; APOSTOLO; BRUTTI; LLORENTE, 2005; MAYER et al., 2008).

Em geral, o aspecto das plantulas cultivadas in vitro apresenta-se pouco lignificado,
com células de paredes pouco espessadas, abundancia de espacos intercelulares, sistema
vascular pouco desenvolvido e reduzida quantidade de tecidos de sustentacdo (DONNELLY;
VIDAVER; LEE, 1985). A estrutura do mesofilo pode mudar de modo que o parénquima
palicadico seja menor e haja mais espacos intercelulares (JOHANSSON; KRONESTEDT-
ROBARDS; ROBARDS, 1992). Alteragfes anatdmicas mais comuns incluem quantidades
reduzidas ou inexisténcia de cera epicuticular (ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG,
2001), estdmatos mal formados ou funcionando inadequadamente (APOSTOLO; BRUTTI;
LLORENTE, 2005), baixa capacidade fotossintética (LEE et al., 2000), conexdo vascular
entre caule e raizes adventicias precéria para atender & demanda evapotranspiratoria (BRAGA
et al., 2011), além de outras anormalidades anatémicas.

As investigacGes na anatomia de Orgdos in vitro sdo feitas normalmente em folhas
(ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2001; ALBARELLO et al., 2001), pois, séo
os locais de maior sintese, para verificar possiveis modificacdes internas como consequéncia
do desenvolvimento no ambiente de cultura in vitro.

Diversas alteracdes na estrutura da folha de plantas mantidas in vitro tém sido
reportadas, como estdbmatos com aumento no tamanho, formato diferente, densidade e
distribuicdo n&do uniforme, reducdo no controle de abertura e fechamento, e podem se
apresentar levemente projetados e abertos (OSORIO et al., 2005; DOUSSEAU et al., 2008;
BRAGA et al., 2011), na quantidade de cera epicuticular, na espessura e diferenciacdo do
mesofilo, com alta proporcdo de espacgos intercelulares (KHAN et al., 2003; RESENDE;
CASTRO; PEREIRA, 2008) e nimero de cloroplasto alterado (POSPISILOVA et al., 1999).

O motivo dessas alteragdes esta associado com o ambiente gasoso in vitro com elevada
umidade, grande flutuacdo na concentracdo de CO2 e a acumulagdo de etileno ou outra
substancia téxica (ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2001; HAZARIKA, 2006;
FERMINO JUNIOR; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2009), que sdo principalmente devido a
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restrita troca de gases entre o ambiente in vitro e o ambiente externo. Além disso, as
modificacbes na qualidade da luz também sdo reportadas com um fator indutor dessas
alteracdes (HALIAPAS et al., 2008; MACEDO et al., 2011).

3.4.2- Problemas Causados pelas Alteragdes Anatdmicas in vitro

O principal problema relacionado as alteracbes anatdmicas das plantas cultivadas in
vitro é inviabilizar a aclimatizacdo, durante a transferéncia e estabelecimento do ambiente in
vitro para 0 ex vitro (casa de vegetagio ou campo) (POSPISILOVA et al., 1999;
ALBARELLO etal., 2001; BRAGA et al., 2011).

Uma elevada porcentagem de mudas regeneradas in vitro é geralmente perdida ou
danificada durante o periodo de aclimatizacdo, o que limita a aplicacdo das técnicas de
micropropagacdo (ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2001). Diversos estudos
histolégicos demonstraram que 0s Orgdos vegetativos de plantas desenvolvidas in vitro
apresentam tecidos e estruturas pouco diferenciadas se comparadas com plantas cultivadas em
campo ou casa de vegetacdo (LOURO et al., 2003; APOSTOLO; BRUTTI; LLORENTE,
2005).

O modo heterotrofico de nutricdo e a falta de mecanismos de controle de perda de dgua
dessas plantas as tornam vulneraveis ao choque no transplantio para a condi¢do ex vitro
(LAMHANEDI; CHAMBERLAND; TREMBLAY, 2003). Quando transferidas para essas
condicOes, as mudas geralmente apresentam altas taxas de transpiracdo (BANDEIRA et al.,
2007), o que na maioria das situacdes, provoca um elevado déficit hidrico, podendo causar a
morte das mudas (DIAZ-PEREZ, SUTTER; SHACKEL, 1995).

3.4.3- Anatomia in vitro de Crambe abyssinica

N&o sdo encontrados relatos na literatura especializada sobre a anatomia de C.
abyssinica, existindo apenas descricdes generalizadas para a familia Brassicaceae em Rao e
Inamdar (1983), além de trabalhos relacionados ao cultivo in vitro para algumas especies da
familia, como, Brassica napus L. (colza), B. gravinae Ten., B. rapa L. (nabo), Raphanus
sativus L. (rabanete), Diplotaxis tenuifolia (UENO, 2011) e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
(BOEGER; POULSON, 2006).
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Torna-se importante caracterizar anatomicamente uma planta tanto em condigfes in
vivo, in vitro, como durante o processo de aclimatizacdo (ex vitro), bem como, escolher
adequadamente o Orgdo para tal estudo, para atestar processos de micropropagacéo efetivos

que ndo causem alteracbes que venham comprometer o desenvolvimento da cultura no campo.
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Germinagao in vitro de Crambe abyssinica Hochst

RESUMO

A germinagdo in vitro para Crambe abyssinica Hochst € importante tanto para a
propagagdo massal, quanto como ferramenta para aplicacdo de outras técnicas
biotecnologicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes meios de cultura,
condicdes fisicas da semente e condi¢bes de luminosidade na germinacao in vitro de crambe.
O experimento foi conduzido em esquema de parcelas sub-subdivididas, tendo nas parcelas as
condigdes luminosas (presenca ou auséncia de luz), nas subparcelas os meios de cultura (MS,
WPM e B5) e nas sub-subparcelas as condicdes fisicas da semente (presenca ou auséncia de
pericarpo). A porcentagem de germinacdo foi maior nos meios B5 e WPM, com médias de
99,37% e 97,50%, respectivamente, independente da luz e das condicGes fisicas da semente.
Os maiores valores de IVG foram observados também nesses meios com média de 3,87 na
auséncia de luz em sementes sem pericarpo. O comprimento da parte aérea foi influenciado
pela composicdo do meio de cultura e condicdo luminosa, em que, 0s meios B5 e WPM
apresentaram os maiores valores na auséncia de luz, 13,2 e 11,7 cm, respectivamente. Os
comprimentos das raizes foram significativamente maiores nos meios MS e B5, com médias
de 6,8 e 5,0 cm, respectivamente, em relacdo ao meio WPM, cuja média foi de 3,5 cm. Para as
variaveis avaliadas, as condi¢es mais favoraveis a germinacdo e desenvolvimento das plantas

in vitro sdo em meio B5 ou WPM, na presenca ou auséncia de pericarpo e na presenca de luz.

Palavras-chave: crambe, biodiesel, germinacao, meios de cultura, condigdo de luminosidade.
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ABSTRACT

In vitro germination of Crambe abyssinica Hochst

The in vitro germination to Crambe abyssinica Hochst is important for mass
propagation, and as a tool for implementation of other biotechnological techniques. The
objective of this work was to evaluate the effects of different culture media, physical
conditions of the seed, light condition of in vitro germination of crambe. The experiment was
conducted in a split split-plots, with parcels of light conditions (presence or absence of light),
in the subplots the culture media (MS, WPM and B5) and in the sub-subplots the physical
conditions (presence or absence of pericarp). The germination percentage was higher in B5
and WPM media, with averages of 99.37% and 97.50%, respectively, independent of light
conditions and the physical seed. The highest values of IGV were also observed in these
media with an average of 3.87 in the absence of light in seeds without pericarp. The length of
the shoot was influenced by the composition of the culture media and light condition, in
which the media B5 and WPM obtained the highest value in the absence of light, 13.2 and
11.7 cm, respectively. The lengths of the roots were significantly higher in MS and B5 media,
with averages of 6.8 and 5.0 cm, respectively, compared to WPM, which averaged 3.5 cm. All
the variables, the most favorable conditions for in vitro germination and seedling development
are in B5 medium or WPM, in the presence or absence of the pericarp and in the presence of
light.

Key words: crambe, biodiesel, germination, culture media, light condition
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1- INTRODUCAO

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) € uma planta herbacea anual pertencente a
familia Brassicaceae, origindria da Etiopia (JUDD et al., 2009). A espécie € destinada
basicamente a producdo de forragem (30 a 32% de proteina bruta) que tem sido bastante
cultivada visando a extracdo de 6leo vegetal (NEVES et al., 2007).

Com os atuais incentivos a busca de fontes de energias renovaveis, a cultura de C.
abyssinica vem ganhando papel de destaque na producdo de biodiesel por suas diversas
vantagens, como: () rapido ciclo de vida (colhida em torno de 90 dias), (b) alta producédo de
biomassa, (c) alta producdo de sementes (1.000 e 1.500 kg hat), (d) menor custo de producdo
em relacdo a outras fontes oleaginosas como, canola, girassol e soja (JASPER; BIAGGIONI;
SILVA, 2010), (e) um percentual de 6leo total na semente entre 32 e 38%, superando, por
exemplo, o percentual da soja (PAULOSE; KANDASAMY; DHANKHER, 2010), (f)
potencial de fitorremediacdo, eficiente na descontaminacao de arsénio, cromo e outros metais
pesado (ARTUS, 2006), e elevado percentual de acido ertcico no 6leo extraido das sementes
(50 a 60%) sendo util na industria de plastico e lubrificante (PITOL, 2008).

Devido aos poucos trabalhos realizados com crambe abre-se um vasto campo de
investigagdes cientificas que tenham como objetivo desenvolver as potencialidades dessa
cultura e, consequentemente, melhorar os aspectos agronémicos e tecnoldgicos para seu
emprego na industria de biodiesel. No entanto, a qualidade da semente e a emergéncia
uniforme sdo de fundamental importancia para atingir uma elevada produtividade e a
sustentabilidade econdmica da cultura (COSTA et al., 2010).

Nesse contexto, as técnicas de cultivo in vitro, dentre elas a germinagdo in vitro, sdo
importantes tanto para uma eficiente propagacdo massal, quanto como ferramenta para
aplicacdo de outras técnicas biotecnoldgicas. Os varios tipos de respostas morfogénicas in
vitro apresentadas por diferentes espécies fazem com que seja necessario o estabelecimento
de condicGes especificas, como meio nutritivo e luminosidade, adequadas para um eficiente
processo de estabelecimento in vitro da cultura (RADMANN et al., 2009).

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes meios de cultura, condi¢oes

fisicas da semente e condic¢des de luminosidade na germinacéo in vitro de crambe.



73

2- MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram utilizadas sementes
de C. abyssinica da cultivar FMS brilhante, safra de 2010, obtidas com a Fundagdo MS,
localizada em Maracaju, Mato Grosso do Sul.

O experimento foi conduzido em esquema de parcelas sub-subdivididas, tendo nas
parcelas as condi¢cdes de luminosidade na sala de crescimento, nas subparcelas os meios de
cultura e nas sub-subparcelas as condigdes fisicas da semente, em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 4 repeticdes, sendo a repeticdo constituida por um frasco com 10
sementes (contendo 40 mL de meio).

Para os ensaios de germinacdo in vitro as sementes foram divididas em dois lotes, 0
primeiro representado por sementes com 0 pericarpo e sem pericarpo, enquanto no segundo as
sementes foram submetidas a retirada manual do pericarpo. A seguir, ambos foram
submetidos ao seguinte processo de desinfestacdo: As sementes foram inicialmente lavadas
em agua corrente e detergente neutro comercial por 5 minutos e, em condicgdes assépticas em
camara de fluxo laminar, imersas em alcool 70% (v/v) por 1 minuto seguido pela imersdo em
hipoclorito comercial (2-2,5% de cloro ativo) por 7 minutos, sendo posteriormente lavadas
trés vezes com agua destilada autoclavada.

Trés meios de cultura foram testados: MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980) e B5 (GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968), todos
suplementados com agar (7 g.L™%), pH ajustado para 5,8+1 e autoclavados a 121°C por 20
minutos. As condigdes de cultivo da sala de crescimento foram ajustadas para temperatura de
2512 °C, e fotoperiodo de 16 horas de luz branca do tipo luz do dia (fluorescentes), com 25,2
umoL m2s? de fluxos de fotons fotossintéticos. As sementes submetidas a duas condigdes de
luminosidade: fotoperiodo 16/8 horas (luz/escuro) e escuro.

As variaveis avaliadas ap6s 10 dias de inoculacdo das sementes foram: Porcentagem de
germinacdo (%G), indice de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de plantas
normais (%PN), comprimento da parte aérea (PA) e raiz (CR), com auxilio de pagquimetro
graduado, e massa fresca total (MF), quantificada por meio de pesagem em balanca de
preciséo.

As avaliagdes de porcentagem de germinagéo foram realizadas diariamente e sempre no

mesmo periodo do dia, computando-se 0 nimero de sementes que apresentaram protrusao da
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raiz primaria com comprimento > 2 mm. No final do experimento, 0 resultado de germinagéo
foi expresso em porcentagem média.

O IVG foi avaliado diariamente, por meio da formula de Maguire (1962): IVG= G1/N1 +
G2/N2 + ... + GyNn, onde: G1, G2, Gn = numero de plantas germinadas na primeira, segunda,
até a Gltima contagem e N1, N2, Nn = numero de dias desde a primeira, segunda, até a ultima
contagem.

Para analise de variancia, os dados em porcentagens foram transformados em arco-seno
fm e os dados do IVG em q'rﬂj, porém nas tabelas estdo apresentados os dados
originais.

Os resultados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey (p < 1 e 5%), utilizando-se software Assistat versdo 7.6 beta (SILVA;
AZEVEDO, 2009).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve significancia na interacdo entre os trés fatores testados para nenhuma das
variaveis analisadas (Tabela 1). Para porcentagem de germinagdo e comprimento de raiz,
houve diferenca significativa apenas nos meios de cultura testados (p <0,1).

Contudo, para o IVG e comprimento da parte aérea, observou-se significancia na
interacdo entre os meios de cultura e a condicdo fisica das sementes, além de uma
significancia a 5% para as condi¢des luminosas. Na variavel massa fresca total observou-se

diferenca estatistica entre 0s meios de cultura testados e as condi¢des de luminosidade.
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Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para porcentagem de germinacéo (%G), indice de velocidade de
germinagdo (IVG), porcentagem de plantas normais (%PN), comprimento de parte aérea (PA),
comprimento de raiz (CR) e massa fresca total (MF) de C. abyssinica ap6s 10 dias de inoculacéo

=V, GL Quadrados Médios

%G IVG %PN PA CR MF
Condicao luminosa (A) 1 0,0042"™  0,8034*  0,0243™ 99,4752** 4,0252" 0,0118**
Erro A 6 0,0260 0,1328 0,0292  3,4599 2,9166 0,0007
Meio de cultura (B) 2 0,8692** 3,6872** 0,2089" 91,6302** 44,1458**  0,0144*
AXxB 2 0,0269™  0,2382"™  0,0385"™ 14,0839** 0,2558 0,0030™
Erro B 12 0,0303 0,1088 0,0610 11,7776 5,0055 0,0025
Condicéo fisica (C) 1 0,1485™  3,9045** 0,0040™ 5,2668" 9,2752" 0,0020M
AxC 1 0,0500™  0,2898™  0,0290™ 3,9102" 1,5768™ 0,0007"™
BxC 2 01439  0,9562*  0,1433™ 0,0468* 3,3808™ 0,0024"
AxBxC 2 0,0096™ 0,0167™  0,0041" 2,4739" 4,7775™ 0,0001"
Erro C 18 0,0440 0,2169 0,0561  3,2547 2,9047 0,0007
CV Parcela (%) - 1154 10,14 12,37 20,25 33,07 12,57
CV Subparcela (%) - 1245 9,18 17,86 14,52 43,32 23,58
CV Sub-subparcela (%) - 15,01 12,96 17,12 19,64 33,00 13,04

** *significativos a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente;
"S: ndo significativo a 5% pelo teste F;
CV(%): coeficiente de variagdo.

A porcentagem de germinagdo néo foi influenciada pelas condigdes de luminosidade e
condicdes fisicas testadas, demonstrando que nessa situacdo ndo houve exigéncias
fotoblasticas, e que o pericarpo do fruto ndo dificulta o processo de protrusdo da radicula
(Tabela 1). Barros et al. (2009), avaliando a porcentagem de germinacdo em casa de
vegetacdo, observaram que a remocao do pericarpo das sementes de crambe n&o influenciou a
germinacdo, sendo os resultados similares aos obtidos com sementes intactas, 80% e 82%,
respectivamente. Entretanto, Ruas et al. (2010), avaliando a embebicdo e germinacdo de
sementes de crambe acondicionadas em papel toalha, verificaram que o pericarpo afetou
significativamente o processo de germinacdo, alcancando 89,71% de germinacdo em
sementes sem pericarpo contra 43,71% na auséncia deste.

Os resultados de porcentagem de germinagdo ndo diferiram estatisticamente nos meios
WPM (97,50%) e B5 (99,37%), tendo o MS demonstrado um valor significativamente
inferior (Tabela 2). O processo de germinag&o in vitro teve inicio logo no primeiro dia apos a

inoculagdo, com a protrusdo da radicula. Foi observado que os trés meios de cultura (MS, B5
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e WPM) promoveram a germinagdo de sementes de crambe de forma satisfatoria,
apresentando valores superiores aos relatados por Martins, Costa e Lopes (2011) (80%),
Masetto et al. (2011) (76%), Ruas et al. (2010) (89,43%), Dahlke e Simonetti (2010) (80%) e
Barros et al. (2009) (82%).

Tabela 2.  Porcentagem  de
germinacdo de sementes de C.
abyssinica em diferentes meios de
cultura, dez dias ap6s inoculacdo

Meio de cultura Médias (%)

MS 76,87 Db
WPM 97,50 a
B5 99,37 a

Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

O meio MS tem sido amplamente utilizado para a germinacdo in vitro de diversas
espécies oleaginosas (ROCHA et al., 2003; FURTADO et al., 2007; NUNES et al., 2008;
COSTA et al., 2010; SOARES et al., 2011), contudo, a maior porcentagem de germinagéo de
sementes de crambe, nos meios nutritivos B5 e WPM em relacdo ao meio MS deveu-se,
provavelmente, a diminuicdo do potencial osmotico promovido pela reducdo das
concentragdes de macro, micronutrientes e, principalmente da sacarose (20 g.L™* em B5 e
WPM e 30 g.L™* em MS). Resultados semelhantes foram relatados por Soares et al. (2009),
trabalhando com moreira (Maclura tinctoria D. Don ex Steud) e Gomes (1999) com
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), em que, obtiveram maior porcentagem de
germinacdo de sementes em meios suplementados com menores concentracdes de sacarose.
Segundo George, Hall e De Klerk (2008), niveis elevados de sacarose no meio podem tornar a
agua indisponivel para a embebicdo das sementes, impossibilitando o inicio da germinacao.

Em relagdo ao IVG, houve diferenga significativa entre as condi¢Ges luminosas pelo
teste F (Tabela 1), em que nas sementes submetidas a condicdo de escuro o resultado foi de
13,65, e na condicdo de fotoperiodo 16/8 horas foi de 12,07. Contrariando os resultados
obtidos neste trabalho, Martins, Costa e Lopes (2011), estudando a influéncia da luz na
germinacdo de sementes de C. abyssinica em BOD sob temperatura constante de 25 °C,

constataram que o IVG das sementes germinadas na presenca de luz foi maior (5,14) que na
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auséncia desta (1,57), e ressaltaram ainda que, mesmo na auséncia de luz, ha a mobilizacéo
das reservas energéticas e a ocorréncia do processo germinativo, no entanto, esse processo €
fracionado em funcéo do tempo.

Guimardes et al. (2010), testando a influéncia da luz na germinacdo em papel toalha de
sementes de Thlaspi caerulescens (Brassicaceae), concluiram que houve diferenca
significativa entre as condi¢des luminosas, sendo que a presenca de luz aumentou o IVG, no
entanto, assim como no presente estudo, ndo se restringiu a essa condicdo. Espécies dessa
mesma familia, sob as mesmas condi¢des, também demonstraram que, durante a germinacao,
essas sementes foram indiferentes a luz (FERREIRA; RANAL, 1999; ELLIS, HONG;
ROBERTS, 1989). Segundo Lopes et al. (2005), essa espécie ndo possui necessidade
especifica da luz para a germinacéo, sendo entéo classificada como fotoblastica neutra.

Na tabela 3, encontram-se os valores do IVG, em funcdo dos meios de cultura e das
condigdes fisicas da semente. Pode ser notado que o maior valor foi encontrado utilizando-se
0 meio WPM com sementes sem pericarpo (16,09), contudo ndo existe diferenca estatistica
entre os meios testados dentro desse fator fisico. As sementes germinadas no meio MS com
pericarpo obtiveram o menor valor do IVG (6,08), diferindo significativamente das outras

condigdes testadas.

Tabela 3. indice de velocidade de germinacéo (IVG) de
sementes de C. abyssinica em diferentes meios de
cultura e condicdes fisicas da semente, avaliados durante
dez dias ap6s inoculacdo

Condicao fisica

Meio de cultura Pres«_an(;a de Ausé_ncia de
pericarpo pericarpo
MS 6,08 bB 12,87 aA
WPM 13,23 aA 16,09 aA
B5 13,61 aA 15,29 aA

Médias seguidas pela mesma letra, minusculas na coluna
ou maiusculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

Neves et al. (2007), estudando a qualidade fisioldgica de sementes de crambe semeadas
em papel toalha, evidenciaram a inferioridade do IVG em sementes com pericarpo em relacdo
as sementes com pericarpo, apresentando valores proximos de 6,3 e 2,2, respectivamente.
Ruas et al. (2010) afirmaram que as sementes de crambe possuem capacidade de absorcgéo de

agua mesmo quando envolvidas pelo seu pericarpo. Apesar disso, o referido trabalho concluiu
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que o pericarpo que envolve a semente oferece algum tipo de resisténcia a emissdo da radicula
durante o processo de germinagé&o.

Em todos os tratamentos aqui testados, observaram-se valores expressivos de plantas
normais, e ndo houve significancia na analise de variancia para nenhum dos fatores testados.
A média geral observada foi de 92% de plantas normais no experimento. Portanto, as
condig@es in vitro as quais o crambe foi submetido no presente trabalho ndo compromete
significativamente o estabelecimento dessas plantas.

Em relacdo a variavel comprimento de parte aérea (PA), na Tabela 4, pode ser
observado que os maiores valores foram obtidos na condi¢do de escuro em relacdo a luz, com
as maiores médias encontradas no meio B5 (13,25 cm) e WPM (11,71 cm), ambas
diferenciando significativamente do meio MS (6,91 cm). Martins, Costa e Lopes (2011),
germinando sementes de crambe em recipientes do tipo gerbox, em auséncia ou presenca de
luz e sob temperatura constante de 25 °C, encontraram resultados contrarios aos obtidos no
presente trabalho, onde as plantas germinadas na luz apresentaram maiores tamanhos de parte

aérea (8,61 cm) em relacdo aquelas do escuro (7,10 cm).

Tabela 4. Comprimento da parte aérea (cm) de
plantas de C. abyssinica em diferentes meios de
cultura e condi¢cdes luminosas, dez dias apds
inoculacédo

Condicao luminosa
Meio de cultura  Presenca de Auséncia

luz de luz

MS 6,00 bA 6,91 bA
WPM 8,63 aB 11,71 aA
B5 8,60 aB 13,25 aA

Medias seguidas pela mesma letra, mindsculas
na coluna e maidsculas na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Maiores valores do comprimento da parte aérea sdo esperados na condi¢cdo de escuro,
pois plantas mantidas no escuro por determinado tempo se apresentam com fendtipo de
estioladas, com hipocétilos esbranquicados e de aspecto translicido (RAVEN; EVERT,;
EICHORN, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2009). Segundo os autores, isso € resultado do produto da
inibicdo do desenvolvimento de cloroplastos e reducdo nos conteudos de pigmentos
fotossintéticos. Os efeitos morfoldgicos observados neste trabalho incluiram a coloragédo

branca, alongamento excessivo do hipocétilo, aumento da suculéncia, ndo desenvolvimento
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do epicdtilo, caracteristicas essas que inviabilizam a retirada de alguns explantes para outras
aplicacbes na cultura de tecidos. Portanto, por mais que se tenha observado valores
satisfatorios e significativos no crescimento da parte aérea no escuro, as plantas desenvolvidas
na presenca de luz se tornam mais adequadas e Uteis para programas de propagacao vegetativa
in vitro.

A presenca ou auséncia do pericarpo das sementes ndo influenciou o comprimento da
parte aérea das plantas cultivadas nos trés meios de cultura (Tabela 5). As maiores médias
foram encontradas nos meios B5 e WPM, sendo o0s tratamentos estatisticamente iguais entre si
e superiores em relacdo ao meio MS.

Segundo Kanashiro et al. (2007) e Grossi (2000), a alta concentracdo de NH4" e NO3
presentes na formulacdo do meio MS poderia inibir o desenvolvimento, a morfogénese e o
crescimento das plantas in vitro. Esse retardo no desenvolvimento da parte aérea pode ter
refletido no tamanho reduzido da parte aérea no meio MS comparando-se com os demais
tratamentos, indicando que uma menor relacdo NHs*/NOs™ seria necessaria para obter

melhores resultados.

Tabela 5. Comprimento da parte aérea (cm)
de plantas de C. abyssinica em diferentes
meios de cultura e condigdes fisicas da
semente, dez dias apds inoculacéo
Condicdao fisica
Meio de cultura Presenca de Auséncia de
pericarpo pericarpo

MS 6,72 bA 6,18 bA
WPM 10,53 aA 9,81 aA
B5 11,28 aA 10,56 aA

Médias seguidas pela mesma letra,
minusculas na coluna e maidsculas na linha,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5%.

Resultados semelhantes foram encontrados por Barros et al. (2009), avaliando
tratamentos para a superacdo de dorméncia de sementes de crambe em casa de vegetacao.
Esses pesquisadores verificaram que as plantas germinadas em campo, independente da
condicdo fisica das sementes (com ou sem pericarpo) apresentaram valores de comprimento

de parte aérea numericamente iguais (4,55 cm).
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A Tabela 6 apresenta os valores médios para 0 comprimento de raiz apenas em relacao
aos meios de cultura testados, pois ndo foi observada significancia nas interacfes entre os
fatores. Os maiores valores para essa variavel foram obtidos no meio MS (6,89 cm) e B5
(5,01 cm). Os menores comprimentos foram observados no meio WPM (3,58 c¢cm) que

também ndo diferiu estatisticamente do B5.

Tabela 6. Comprimento de raiz (cm) de
plantas de C. abyssinica em diferentes
meios de cultura, dez dias ap6s inoculagao

Meio de cultura Meédias (cm)
MS 6,89 a
WPM 3,58 b
B5 5,01 ab

Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Esses resultados corroboram com os apresentados para a variavel comprimento da parte
aérea, pois no meio MS as plantas inicialmente investem no seu sistema radicular,
consequentemente obtendo menores resultados para comprimento da parte aérea. As
diferencas encontradas nos meios MS e WPM podem estar relacionadas com a concentracao
de sais entre eles. O meio MS apresenta quatro vezes mais ions nitrato e aménio que o meio
WPM (PASQUAL, 2001), sendo que esses ions, segundo Poddar, Vishnoi e Kothari (1997) e
Mercier e Kerbauy (1998) influenciam no aumento dos niveis enddgenos de auxina, o que
provavelmente pode ter favorecido o desenvolvimento de raiz de forma mais acentuada. Por
outro lado, Gomes e Shepherd (2000) mostraram que o comprimento da raiz de Sinningia
allagophylla (Gesneriaceae) nao apresentou diferenca significativa com o aumento da
concentracédo de nitrogénio no meio MS.

Outro fator que pode ter influenciado os resultados seria o célcio. O meio MS possui
aproximadamente 4,5 vezes mais ions calcio que o WPM e segundo Takane (2002) e, Taiz e
Zeiger (2009), esse elemento é essencial no desenvolvimento radicular, pois, diminui o pH da
parede celular, tornando-a menos rigida, aumentando sua plasticidade, possibilitando o
processo de alongamento da célula (RAYLE; CLELAND, 1992).

A sacarose é outro fator que poderia ter influenciado os resultados, mas ndo
isoladamente, uma vez que 0 meio MS contém maior concentragdo de sacarose em relagdo

aos meios WPM e B5 e, consequentemente, favoreceu o maior crescimento de raiz. Alguns
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trabalhos relatam que a presenca desse carboidrato € essencial para o enraizamento in vitro de
muitas espécies (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A varidvel massa fresca total apresentou significancia apenas para 0s meios de cultura
e para condicdo luminosa (Tabela 1). Na presenca de luz, a massa fresca obteve média de
0,2307 g diferindo estatisticamente da condigdo auséncia de luz, com média de 0,1992 g.
Martins, Costa e Lopes (2011), trabalhando com sementes de crambe germinadas em placa de
petri em BOD, também relataram resultados semelhantes aos aqui apresentados, em que, na
presenca de luz, obtiveram uma massa fresca de 0,685 g, diferenciando estatisticamente do
escuro, com 0,428 g, ap6s 12 dias do inicio da germinacao.

A luz é um fator fundamental para as plantas, pela acéo direta ou indireta na regulacdo
de seu crescimento e desenvolvimento (MORINI; MULEO, 2003), desencadeando sinais
internos de ativacdo ou inativacdo de vias metabdlicas nas sementes e nas plantas
(BHATTACHARYA; KHUSPE, 2001; KERBAUY, 2008). A transicdo da condicédo
heterotréfica do embrido, dependente das reservas nutritivas, para o estagio autotréfico da
plantula é regulada pela luz (KERBAUY, 2008). A auséncia ou a presenca desse fator fisico
revela variagfes nos parametros morfoldgicos e fisioldgicos e na otimizacdo da producédo de
metabolitos primarios e especiais (VICTORIO; LAGE, 2009).

Os meios de cultura influenciaram significativamente os valores de massa fresca total,
com os meios WPM e B5 apresentado resultados superiores (0,2305 e 0,2341 g,
respectivamente) ao meio MS (0,1803 g) (Tabela 7). Segundo Kanashiro et al. (2007), a
massa fresca total diminui linearmente a medida que se aumenta a concentracdo de nitrogénio.
Comportamento semelhante foi observado por Grossi (2000), em que a menor concentracao
desse elemento promoveu maior producdo de massa fresca. Provavelmente, o cultivo em
concentracdes maiores de nitrogénio tenderia a diminuir a producdo de massa fresca, como foi

observado no presente experimento.
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Tabela 7. Massa fresca total (g) de
plantas de C. abyssinica em diferentes
meios de cultura, dez dias apos

inoculacdo
Meio de cultura Médias (g)
MS 0,1803 b
WPM 0,2305a
B5 0,2341a

Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5%.

4- CONCLUSOES

Para todas as variaveis avaliadas, 0 meio B5 e 0 WPM se mostraram mais favoraveis a
germinacao in vitro de plantas de crambe, sendo que, a presenga ou auséncia de pericarpo nas
sementes ndo influenciou nas condi¢des aqui testadas. A presenca de luz é recomendada, pois

sua auséncia estimula o estiolamento das plantas e o ndo desenvolvimento do epicotilo.
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Micropropagacdo de Crambe abyssinica Hochst

RESUMO

Crambe abyssinica Hochst. € uma espécie oleaginosa que produz 6leo ndo comestivel,
inicialmente utilizada, no Brasil, como cultivo para cobertura do solo e alimentagdo animal,
porém com o estimulo a producdo e uso de energias renovaveis, surgiu como alternativa
interessante para a producdo de biodiesel. O objetivo deste trabalho foi descrever um
protocolo para micropropagacédo de crambe utilizando como explante segmentos apicais. As
sementes de crambe germinadas in vitro em meio MSY forneceram segmentos apicais
adequados ao processo de micropropagacdo. Na fase de inducdo de brotos, testando-se a
interacdo das citocininas 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina (CIN) e thidiazuron (TDZ) e
diferentes concentracdes, 0 maior numero de brotos por explante foi obtido com 5 puM de
BAP aos 30 dias (9,26 brotos) e 15 uM de BAP aos 60 dias (18,08 brotos) de cultivo in vitro.
No alongamento com 1 uM de acido giberélico (GAz), o comprimento médio dos brotos
passou de 3,61 cm para 5,03 cm, apds 30 dias. A maior porcentagem de enraizamento foi de
30% com 0,25 UM de &cido naftaleno acético (ANA). Os resultados deste trabalho mostraram
uma frequéncia satisfatoria de regeneracdo de brotos a partir de segmentos apicais de crambe
em meios contendo 5 UM de BAP, e alongamento satisfatorio com 1 uM de GAs. Contudo,
existe a necessidade de enraizamento e aclimatizacdo eficiente para completa propagacao in

vitro de crambe.

Palavras-chave: biodiesel, oleaginosas, regeneracéo in vitro, segmento apical, citocininas.
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ABSTRACT

Micropropagation of Crambe abyssinica Hochst

Crambe abyssinica Hochst. is a oilseed species that produces inedible oil, and, in Brazil,
was initially used as a cover crop for soil and animal feed, but with the encouragement of
production and use of renewable energy has emerged as an interesting alternative for the
production of biodiesel. The objective of this study was to describe a protocol for
micropropagation of crambe using as explants shoot tips. Crambe seeds germinated in vitro
on MS¥% medium supplied shoot tips suitable for the micropropagation. In the induction of
shoots phase, testing the interaction of cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP), kinetin (KIN)
and thidiazuron (TDZ) and different concentrations, the highest number of shoots per explant
was obtained with 5 uM BAP at 30 days (9.26 shoots) and 15 uM BAP at 60 days (18.08
shoots) in vitro culture. Elongation with 1 uM of gibberellic acid (GAs), the average length of
shoots increased from 3.61 cm to 5.03 cm after 30 days. The highest rooting percentage was
30% with 0.25 uM of naphthalene acetic acid (NAA). The results of this study showed a
satisfactory frequency of shoot regeneration from shoot tips of crambe in media containing 5
MM BAP and satisfying elongation with 1 uM GAs. However, there is need for an efficient

rooting and acclimatization for full in vitro propagation of crambe.

Key words: biodiesel, oilseeds, in vitro regeneration, shoot tips, cytokinins.
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1- INTRODUCAO

Na busca por novas espécies de oleaginosas que produzam 06leos ndao comestiveis para a
producdo de biodiesel, torna-se necessario empreender estudos com culturas pouco
conhecidas que foram introduzidas mais recentemente no Brasil como Crambe abyssinica
(Brassicaceae) (JASPER; BIAGGIONI; SILVA, 2010). Originario da Etiopia e domesticado
na regido do Mediterraneo (KNIGHTS, 2002), essa espécie foi introduzida no Brasil no
Estado do Mato Grosso do Sul (PITOL, 2008; DAHLKE; SIMONETT], 2010). Inicialmente,
foi utilizada como cultura para cobertura do solo e alimentacdo animal (30 a 32% de proteina
bruta) (NEVES et al., 2010; BARROS et al., 2011), mas com o estimulo a producéo e uso de
energias renovaveis, o crambe surgiu como alternativa interessante para a producdo de
biodiesel (WANG et al., 2000; ROSCOE; RICHETTI; MARANHO, 2007).

Outras vantagens do cultivo de crambe referem-se ao ciclo rapido (WANG;
SONNTAG; RUDLOFF, 2003; CHHIKARA et al., 2012), alta producdo de biomassa
(ZULFIQAR et al., 2011), elevada quantidade de sementes (FALASCA et al., 2010), baixo
custo de producdo em relacdo a outras oleaginosas (JASPER; BIAGGIONI; SILVA, 2010),
resistente a insetos (ANDERSON; PENG; WEISS, 1992; KMEC et al., 1998), percentual de
6leo total na semente (32 a 38%), que supera o0 da soja (PAULOSE; KANDASAMY;
DHANKHER, 2010; FALASCA et al., 2010), elevado percentual de acido ertcico no éleo
extraido das sementes (50-60%), Gtil na industria de plastico e lubrificante (PITOL, 2008; LI
et al., 2010; PALMER; KELLER, 2011; LARA-FIOREZEA et al., 2013), além disso, a
cultura tem potencial para fitorremediacéo contra metais pesados (ARTUS, 2006; PAULOSE;
KANDASAMY; DHANKHER, 2010).

Ha um grande interesse pelo melhoramento das espécies cultivadas a fim de aumentar a
produtividade. Para tanto, a transformacdo genética e as técnicas de cultivo in vitro sdo
importantes ferramentas a serem empregadas (VINTERHALTER et al., 2007; PAVLOVIC et
al., 2012). Contudo, a transformacdo genética de plantas necessita de uma aplicacdo bem
sucedida dessas técnicas, requerendo um sistema de propagacdo eficiente, viavel, fiel
geneticamente e que fornega material vegetal de qualidade para atender a essa demanda
(SHUKLA; SAWHNEY, 1991; ISHIGAKI et al., 2009; MEMON et al., 2012).

Segundo Li et al. (2011), o desenvolvimento de um protocolo eficiente na regeneracao
de crambe cultivado in vitro, por intermédio das técnicas de cultura de tecidos, torna-se
relevante para melhorar a qualidade e produgdo de 6leo da espécie. A micropropagacao € o

melhor método disponivel para a producdo de plantas de alta qualidade que estdo livres de
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quaisquer doencas e pragas, contribuindo para a producdo méaxima potencial
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Deve-se destacar que essa metodologia pode ser
utilizada para produzir um grande numero de plantas que sdo geneticamente idénticas a planta
progenitora (NAZ et al., 2011).

Para crambe, as técnicas de cultura de tecidos tém sido relatadas para regeneragéo in
vitro (LI et al., 2010, 2011; PALMER; KELLER, 2011; CHHIKARA et al., 2012), producéo
de transgénicos (LI et al., 2010, 2013; CHHIKARA et al.,, 2012) e hibridos somaticos
(WANG; LUO, 1998; WANG; SONNTAG; RUDLOFF, 2003; WANG et al., 2004, 2006),
além da transferéncia de genes de interesse para outras espécies (MIETKIEWSKA et al.,
2007).

Com relacdo a micropropagacao, diferentes partes da planta tém sido utilizadas como
explante, por exemplo, o hipocotilo (LI et al., 2010; 2011; PALMER; KELLER, 2011,
CHHIKARA et al., 2012), cotilédones (PALMER; KELLER, 2011; CHHIKARA et al.,
2012), raiz (PALMER; KELLER, 2011; CHHIKARA et al., 2012) e células em cultura
(protoplastos) (GAO et al., 1998), sendo que apenas o protocolo desenvolvido por Li et al.
(2011) obteve taxa de regeneracdo de brotos satisfatoria de 95%. Embora uma grande
qguantidade de plantas geneticamente idénticas sejam regeneradas por meio da
micropropagacdo, algumas variacbes somaclonais podem ser detectadas (MIGUEL;
MARUM, 2011; PATHAK; DHAWAN, 2012), as quais por sua vez dependem de varios
fatores, dentre estes, o tipo do explante utilizado deve ser considerado (CHUANG et al.,
2009; LEELA etal., 2011).

O cultivo in vitro a partir de explantes com regides meristematicas, como segmentos
apicais e nodais, sdo muito populares e importantes (SHARMA et al., 2011; ZOGHLAMI et
al., 2012), pois, a frequéncia de variacbes somaclonais nas plantulas regeneras € baixa (EL
SAWY, 2007; DAS; KESARI; RANGAN, 2010; RAY; BHATTACHARYA, 2010; SINGH;
RAI; SAHOO, 2012).

O objetivo deste trabalho foi descrever um protocolo para micropropagagdo de crambe

utilizando como explante segmentos apicais.
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2- MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Centro
de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Espirito Santo. Sementes de Crambe
abyssinica Hochst da cultivar FMS brilhante, safra de 2011, obtidas com a Fundagdo MS,
localizada em Maracaju, Mato Grosso do Sul-BR, foram utilizadas para o estabelecimento in

vitro da cultura.

Fonte de explante

Segmentos apicais foram excisados de plantulas de crambe provenientes da germinacao
de sementes in vitro. As sementes foram inicialmente lavadas em &gua corrente com
detergente neutro, e em condicGes assépticas na camara de fluxo laminar foram desinfestadas
por imersdo em solucéo de antibidtico Penicilina (10 mg L™?) e Rifampicina (10 mg L?) por
30 minutos (min), alcool 70% por 1 min, seguido de hipoclorito de sédio comercial 50%

(cloro ativo: 2-2,5%) por 30 min, e lavadas trés vezes em &gua destilada autoclavada.

Meio de cultura e condi¢Ges de cultivo

Na germinacdo in vitro das sementes de crambe o0 meio de cultura utilizado foi 0 MS%
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Ap6s 30 dias, segmentos apicais com tamanho
aproximadamente de 2-3 cm foram obtidos e utilizados no processo de micropropagacao.

Na inducdo de brotos, os explantes foram inoculados em meio MS testando-se as
citocininas 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina (CIN) e thidiazuron (TDZ) em diferentes
niveis (0,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 uM). O subcultivo foi realizado aos 30 dias e as avaliagdes
no tempo 30 e 60 dias apds a inoculacao.

Para o alongamento, as plantulas regeneradas a partir dos tratamentos com BAP, TDZ e
seus niveis, foram selecionadas e transferidas para 0 meio MS com 1 pM &cido giberélico
(GA3), sendo avaliadas apos 30 dias (tempo 90 dias).

Para o enraizamento, as plantulas provenientes dos tratamentos com 5 uM BAP e 5 uM
TDZ foram transferidas para meio MS contendo ANA (acido 1-naftalenoacético) ou AIA
(&cido 3-indolacético), nas concentracbes de 0,0; 0,25 e 0,50 uM. As avaliagdes ocorreram
apos 30 dias nos meios de enraizamento descritos (tempo 120 dias).
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Os meios foram suplementados com 30 g L de sacarose, 0,5 mg L™ de nitrato de prata
(AgNOs) (LI etal., 2010) e 7 g L™ de agar. Tiveram o pH ajustado para 5,8, vertidos em tubos
de ensaio de 25x150 mm (10 ml) e autoclavados a 1,1 atm, 121 °C, por 20 minutos. Todas as
culturas foram incubadas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro),
sob lampadas fluorescentes fornecendo 25,2 umoL m2s? de fluxos de fotons fotossintéticos,
e temperatura de 25+1 °C.

Aclimatizacéo das plantas regeneradas

As plantas com aproximadamente 11 cm e com parte aérea e raiz bem desenvolvida,
proveniente dos tratamentos de enraizamento, foram utilizadas para a aclimatizacdo. Ainda na
sala de crescimento, em intervalos de sete dias, foram efetuados os seguintes procedimentos:
(1) as tampas dos tubos de ensaio foram substituidas por filme de polivinilcloreto (PVC); (2)
realizados furos no filme PVC; e (3) o filme foi retirado por completo. Apds esse periodo de
21 dias, as plantas foram retiradas dos tubos, lavadas as raizes em agua corrente para remover
0 excesso do meio de cultura, transferidas individualmente para copos plasticos foscos
(contendo substrato comercial (Vivato Slim®) ou latossolo vermelho-amarelo distréfico
corrigido, ambos autoclavados. Nesse estagio, foram nutridas com solucdo de macro e

micronutrientes do meio MS e mantidas em local com luz e temperatura ambiente.

Avaliacdes morfologicas

As avaliagdes fitotécnicas foram realizadas nas diferentes fases da micropropagacao nos
tempos 30 e 60 (inducdo de brotos), 90 (alongamento) e 120 dias (enraizamento), quanto ao
namero de brotos por explante (NBE), comprimento médio dos brotos (CMB), utilizando
paquimetro digital, massa fresca total (MF), por meio da pesagem em balanca de precisao,
porcentagem de enraizamento (%Enraiz.) e porcentagem de sobrevivéncia (%Sobrev.).

Delineamento experimental e anélise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC). Na inducdo de brotos, o efeito da interagdo entre as citocininas e seus niveis foi
conduzido em esquema fatorial 3x5, tendo no fator citocinina trés tipos (BAP, CIN e TDZ) e
em cinco niveis (0, 5, 10, 15 e 20 pM).



93

Na fase de alongamento com 1 uM de GAs, empregou-se o esquema fatorial 2x5
(citocinina x niveis), utilizando as plantulas provenientes dos tratamentos com BAP, TDZ e
Sseus niveis.

O enraizamento também foi conduzido em esquema fatorial 2x5, com duas citocininas
(5 UM BAP e 5 uM TDZ), e cinco tratamentos para o enraizamento, controle (0,0 uM), 0,25
e 0,50 uM de ANA, e 0,25 e 0,50 uM de AIA. Foram cinco o nimero de repeti¢des, sendo a
repeticdo constituida por 10 tubos de ensaio com um explante cada. Os dados de porcentagem
de enraizamento (%Enraiz.) foram transformados por [(x/100)+1].

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, depois de verificadas a
normalidade e homogeneidade. Quando verificada a significancia nas interacbes ou nos
fatores, foi aplicado o teste de média de Tukey nos fatores qualitativos, adotando-se 1 e 5% de
probabilidade pelo software Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2009). Para o fator quantitativo
(niveis), foi efetuada anélise de regressdo com o software Sigma Plot 10.0 (2006), sendo
representado apenas com base na significancia dos coeficientes de regresséo e coeficiente de
determinacdo (R?), adotando-se os niveis até 5% de probabilidade, utilizando-se o teste F,

levando-se também em consideracdo o fenémeno bioldgico em estudo.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de crambe germinadas in vitro desenvolveram plantas saldaveis e
apropriadas (Figura 1A) como fonte de segmentos apicais a serem utilizados como explante
(Figura 1B), e estes se estabeleceram e se desenvolveram adequadamente in vitro (Figura 1C-
E). Em geral, os resultados evidenciaram que as citocininas utilizadas promoveram a
multiplicacdo dos brotos a partir de segmentos apicais de crambe de forma eficiente e
satisfatoria. O meio MS sem citocininas (0 uM) produziu numerosas raizes aos 30 dias e a
dominéncia apical ndo foi afetada, mas aos 60 dias notou-se senescéncia e morte da maioria
das plantulas (dados ndo apresentados). Os mesmos resultados foram relatados para
segementos apicais de Raphanus sativus var. radicula (PAVLOVIC et al.,, 2012). Isso
demonstra a importancia das citocininas na supressao da dominancia apical, resultando em

amplo desenvolvimento de novos brotos e inibi¢do do surgimento de raiz.
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Figura 1 — Regeneracdo de C. abyssinica através de segmentos apicais. (A) Planta germinada
in vitro; (B e C) Segmento apical utilizado como explante (0 dias); (D e E) Brotos induzidos
com 5,0 uM BAP aos 30 e 60 dias, respectivamente; (F e G) Enraizamento de brotos com 0,5
MM ANA aos 120 dias. Barra=1,0 cm.

Na fase de inducdo de brotos, a andlise de variancia indicou que houve interacéo
significativa entre as citocininas (BAP, CIN e TDZ) e os niveis (0; 5; 10; 15 e 20 uM) apenas
para as variaveis numero de brotos por explante (NBE) e massa fresca total (MF) aos 60 dias,
e no comprimento médio de brotos (CMB) em ambas as avaliagfes. Isso sugere a existéncia
de resposta diferenciada na multiplicacdo de brotos em relagdo as dosagens de cada citocinina

apo6s um maior periodo de contato com o explante (Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para numero de brotos por explante (NBE),
comprimento médio dos brotos (CMB), massa fresca total (MF) e porcentagem de
sobrevivéncia (% Sobrev.) de plantulas de C. abyssinica sob interacdo de diferentes niveis de
BAP, CIN e TDZ apds 30 e 60 dias de cultivo in vitro

Teste F

Fv GL NBE CMB MF %Sobrev.
30d. 60d. 30d. 60d. 30d. 60d. 30d. 60d.

Citocinina (A) 2 5,05~ 56,42 18,24 29,65~ 865 16,48 0,71™ 1,50
Concentracao 4 18,797 32,15 3,100 058" 14,68 2347 1527 30,71"
8

Int. AXB 1,20 6,467 226" 223" 097" 3,44™ 0,37 1.10™
Residuo 60 - - - - - - - -
Média Geral - 8,69 12,98 4,08 3,61 0,36 0,31 96,95 91,72
CV (%) - 1341 1211 8,50 1464 3763 34,13 658 6,46

** * significativos a 0,01 e 0,05 de probabilidade, respectivamente;
ns: n&o significativo;
CV(%): coeficiente de variacdo em porcentagem.

Para o NBE, aos 30 dias, a analise de variancia mostrou que apenas 0s tipos de
citocininas foram significativos (Tabela 1), e que dentre as citocininas testadas, a BAP obteve
0 maior valor (9,26 brotos), embora ndo tenha diferido significativamente do TDZ (8,23
brotos) (Tabela 2). Aos 60 dias, a interacdo significativa entre os fatores demonstrou que em
todos os niveis testados, a BAP apresentou valores superiores as demais com diferenca
significativa, sendo que na concentracdo de 15 pM foi detectado o maior valor para NBE
(18,08 brotos) (Tabela 3). Nos dois tempos de avaliacdo, o0 TDZ foi mais eficiente que a CIN
para inducdo de brotos na maioria dos niveis, diferenciando estatisticamente apenas aos 60
dias a 5 UM (Tabela 2 e 3). Importante ressaltar que houve um incremento consideravel de
NBE dos 30 dias (média geral: 8,69) para os 60 dias (média geral: 12,98), indicando que até

esse periodo as citocininas agiram de forma regular.
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Tabela 2. Média do numero de
brotos por explante (NBE) de
plantulas de C. abyssinica sob
diferentes citocininas ap6s 30 dias de
cultivo in vitro

Citocininas Médias
BAP 9,26 a
CIN 8,23 b
TDZ 8,58 ab

Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

Tabela 3. Média do nimero de brotos por explante (NBE) de
plantulas de C. abyssinica sob interacdo de diferentes citocininas
e nivéis apds 60 dias de cultivo in vitro

Concentracéo (uUM)

Citocininas
0 5 10 15 20
BAP 887a 16,77a 17,28a 18,08a 16,97a
CIN 887a 10,16b 1150b 11,30b 13,14b
TDZ 887a 1529a 13,21b 1195b 1249b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5%.

A analise de regressdo dos niveis das citocininas pelo NBE aos 30 e 60 dias esta
apresentada na Figura 2. Pode-se verificar que a resposta foi quadratica, exceto para a CIN
aos 60 dias, que foi linear positiva. Pela equacao de regressdao da BAP, aos 30 dias, com uma
concentracdo de 12,23 uM seria possivel obter valor maximo de 10,62 brotos, e aos 60 dias,

13,46 UM poderia chegar a um resultado de 18,74 brotos.



97

11 20

18 4

10 A

16 1

14 4

NBE

121

10 1
74 // o— y=6,9521 + 0,5995%*x - 0,0245**x* R? = 0,72 &7 e y=05660 +1,3630%*x - 0,0506**x" R? = 0,92
/  o—-y=64773+0,3288**x - 0,0102**x* R® = 0,97
a

A . y=6,9531+0,3564* - 0,0129™x* R? = 0,56

0=~ y=9,0634 +0,1936**x R*= 0,92
A y=10,0244 +0,7024**x - 0,0312**x* R? = 0,46

T T
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Concentragao (uM) Concentragéo (uM)

Figura 2 — Regressdo polinomial dos valores medios do numero de brotos por explante
(NBE) de plantulas de C. abyssinica submetidas a diferentes niveis de citocininas ap6s 30
dias (A) e 60 dias (B) de cultivo in vitro. (e-BAP; o-CIN; A-TDZ).

A BAP é uma das citocininas de menor custo e tém sido muito eficaz na multiplicacdo
de diversas espécies de brassicaceae (SHUKLA; SAWHNEY, 1991; MEMON et al., 2009;
ISHIGAKI et al., 2009). Estudos relacionados a inducdo de brotos e regeneracdo de plantas
inteiras a partir de segmento apical ainda ndo foram descritos para crambe, contudo,
protocolos anteriormente publicados para a regeneracéo in vitro foram obtidos por intermédio
da utilizacdo de hipocétilos como explante, viabilizando estudos relacionados ao
melhoramento genético da espécie como a transgenia e a hibridizacdo somatica (WANG;
LUO, 1998; WANG; SONNTAG; RUDLOFF, 2003; WANG et al., 2004).

Li et al. (2010), trabalhando com hipocotilos como explantes, descreveram um
protocolo de inducdo direta de brotos em meio MS suplementado com 10 uM de TDZ e 2,7
UM de ANA, promovendo uma frequéncia de regeneracdo de até 60% para C. abyssinica cv.
Galactica. Em um novo trabalho, Li et al. (2011) obtiveram 95% de regeneracdo de brotos
utilizando o meio Lepiovre suplementado também com 10 uM de TDZ, 2,7 uM ANA.
Chhikara et al. (2012) notaram eficiéncia na regeneracdo no meio MS com 8,8 UM de BAP e
0,10 uM de ANA com uma frequéncia de 70%, a partir de calos do hipocétilo. Neste trabalho,
apesar de ter utilizado um explante diferente dos trabalhos acima relatados, 0s niveis das
citocininas utilizadas foram préximas, e promoveram em ambos de forma eficiente a resposta
morfogenética esperada tanto com BAP quanto com TDZ.

Recentes trabalhos com brassicaceae tém relatado maior eficiéncia do BAP comparado
com a CIN. Pavlovic et al. (2012), em seu trabalho com diferentes genotipos de Brassica
oleracea var. Capitata L., relataram que os meios suplementados com BAP (8,88 uM)

obtiveram valor maximo de 10,06 brotos a partir de gemas laterais, e segundo esses autores
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em todos os genotipos testados o menor indice de multiplicacdo foi observada em meios
suplementados com CIN. Memon et al. (2009) observaram que a maior taxa de proliferagéo
de brotos em segmentos foliares (45 brotos/explante) pode ser alcancada para B. campestris
ssp. Chinensis em meio MS suplementado com 8,88 UM de BAP. Alta frequéncia de brotos
(100%), a partir de hipocdtilos de B. carinata foi também conseguida (YANG; JIA; PUA,
1991). A presenca de BAP aumentou significativamente o nimero de brotos por explante em
B. oleracea (CHENG; LAKSHMANAN; SWARUP, 2001). A concentracdo ideal para a
regeneracdo de brotos em B. juncea foi de 4,44 uM de BAP (GUO et al., 2005). Todos esses
resultados acima corroboram o fato de que, assim como para as espécies de brassicaceae
citadas, para crambe o valor de 5,0 a 10 uM de BAP é o ideal para promover a regeneracao in
vitro de brotos, e que esse regulador nessas concentracdes tem sido um dos mais utilizados
para essa familia.

Para 0 CMB, a interagdo entre as citocininas e seus niveis foi significativa aos 30 e 60
dias (Tabela 1). Ao analisar os resultados aos 30 dias, as médias mais elevadas para o
comprimento foram obtidas nos tratamentos contendo 15 e 20 uM de TDZ, com 4,50 e 4,66
cm, respectivamente, ndo diferindo da CIN (Tabela 4). Em todos os niveis testados, o BAP
apresentou aos 30 dias 0os menores valores para essa variavel. Aos 60 dias, 0 TDZ manteve a
tendéncia de induzir maior comprimento em todos o0s niveis testados, em que o maior valor
foi com 5 pM (4,32 cm), e nesta avaliagdo sem diferenciar do BAP (Tabela 5). A CIN

demonstrou os menores valores em todos os niveis testados aos 60 dias.

Tabela 4. Comprimento médio dos brotos (CMB) (cm) de
plantulas de C. abyssinica sob interacdo de diferentes
citocininas e niveis apds 30 dias de cultivo in vitro

Concentracéo (uUM)
0 5 10 15 20
BAP 394a 3,72a 350b 360b 396b
CIN 39a 420a 445a 39b 44lab

TDZ 394a 4,11a 432a 450a 4,66a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Citocininas
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Tabela 5. Comprimento médio dos brotos (CMB) (cm) de
plantulas de C. abyssinica sob interacdo de diferentes
citocininas e niveis apds 60 dias de cultivo in vitro

Concentracéo (uUM)
0 3) 10 15 20
BAP 354a 4,18a 410a 3,72a 39%4a
CIN 354a 259b 291b 2,77b 293D

TDZ 354a 432a 4,15a 393a 4,0l1la

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Citocininas

Analisando a curva de regressdao para CMB de crambe em relacdo aos niveis de
citocininas (Figura 3), aos 30 dias o efeito dos niveis de TDZ foi linear, e aos 60 dias foi
quadratica, com possibilidade de atingir 4,20 cm na concentracdo de 11,26 UM, segundo a

equacao de regressao.
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Figura 3 — Regressdo polinomial dos valores de comprimento médio dos brotos (CMB) de
plantulas de C. abyssinica submetidas a diferentes niveis de citocininas apds 30 dias (A) e 60
dias (B) de cultivo in vitro. (e-BAP; o-CIN; A-TDZ).

O menor comprimento dos brotos das plantas de crambe submetidas as concentracdes
de BAP aos 30 dias pode ser explicado pela eficiente indugdo no nimero de brotos causada
por este regulador, ou seja, pela quebra da dominancia apical (BRUM; SILVA; PASQUAL,
2002). Segundo Radmann et al. (2011), nessa fase da cultura, a quebra da dominancia apical é
necessaria para induzir a proliferacdo do maior nimero de brotos possivel, e esse efeito causa

diminuicdo no comprimento da parte aérea. Com 0 aumento das concentracfes e do tempo de
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exposicao as citocininas, houve de forma geral diminui¢cdo no comprimento dos brotos. Esses
resultados concordam com autores que sugerem que esse regulador de crescimento nao é
responsavel pelo alongamento de brotos (PAIVA et al., 1997; PASQUAL et al., 2002; VILLA
et al., 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006).

Os menores valores de multiplicacdo e alongamento de brotos de crambe in vitro aos 60
dias em meio com CIN pode ser explicado pela maior agdo da enzima citocinina-oxidase
(PERES; KERBAUY, 2004), que degrada esse regulador por ser de origem natural e com isso
altera o equilibrio hormonal no que se refere ao balango auxina/citocinina (MONFORT et al.,
2012). Provavelmente isso ndo aconteceu com BAP e TDZ por serem sintéticas.

Paiva et al. (1997), trabalhando com gloxinia (Gesneriaceae), observaram também uma
reducdo do tamanho de brotos com o aumento das concentracdes de BAP. Alguns autores tém
constatado 0os mesmos resultados negativos desse regulador de crescimento no alongamento
das brotacGes em espécies como crisantemo (Asteraceae) e morangueiro (Rosaceae)
(PASQUAL et al., 2002).

Erig, Gerson e Fortes (2002), em pesquisas com amoreira preta (Moraceae), relataram
gue o aumento nos niveis de BAP resultou na diminuicdo do comprimento médio das
brotacdes. Rubin et al. (2006) evidenciaram que a presenca de BAP provocou uma diminuicéo
no alongamento da parte aérea de Thymus vulgaris L. (Lamiaceae).

As citocininas utilizadas durante a fase de propagacdo in vitro, quase sempre,
promovem formacdo de partes aéreas, mas Seu excesso pode ser toxico e levar ao
encurtamento dos entrends (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Conforme Taiz e Zeiger
(2006), a interacdo entre as citocininas e as auxinas enddgenas € necessaria para O
crescimento da parte aérea, com promocao da divisao e alongamento celular. Porém, segundo
0s mesmos autores, o tecido pode apresentar autonomia na sintese de auxinas e citocininas,
podendo a aplicacdo exdgena gerar um desbalango interno entre esses fitorreguladores
ocasionando efeito toxico sobre a formacéo e crescimento dos mesmos.

Com relacdo a massa fresca total (MF), houve significancia entre as citocininas aos 30
dias, e, interacdo entre os fatores aos 60 dias (Tabela 1). A Tabela 6 mostra que aos 30 dias,
os tratamentos com CIN obtiveram maior valor de MF (0,4470 g), diferindo estatisticamente
do TDZ (0,3448 g) e da BAP (0,2897 g). Aos 60 dias, houve uma inversdo nessa variavel, em
que a BAP apresentou a maior massa em todos os niveis, sendo que em 15 e 20 uM
ocorreram 0s valores mais elevados, 0,4881 e 0,5866 ¢, respectivamente (Tabela 7).
Comparando-se os valores médios gerais aos 30 e 60 dias a massa fresca decresceu

ligeiramente, de 0,36 para 0,31 g, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 6. Massa fresca total (MF) (g)
de plantulas de C. abyssinica sob
diferentes citocininas apo6s 30 dias de
cultivo in vitro

Citocininas Médias (g)
BAP 0,2897 b
CIN 0,4470 a
TDZ 0,3448 b

Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

Tabela 7. Massa fresca total (MF) (g) de plantulas de C. abyssinica
sob interacdo de diferentes citocininas e niveis apds 60 dias de
cultivo in vitro.

Concentragao (LM)
0 5 10 15 20
BAP 0,0768a 0,4823a 0,4437a 0,488la 0,5866 a
CIN 0,0768a 0,2244b 0,3307a 0,2773b 0,3969 b

TDZ 0,0768a 0,4263a 0,3252a 0,2860b 0,2244c

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5%.

Citocininas

A analise de regressdo para massa fresca demonstrou que, aos 30 dias, a CIN apresentou
0s maiores valores, que foram ajustados a um modelo quadratico, em que normalmente ocorre
uma subsequente reducdo a medida que se aumenta a concentracdo desses reguladores. 1sso
ocorreu apos a concentracdo de 15,61 uM. Aos 60 dias a CIN apresentou modelo linear, ou
seja, resposta diretamente proporcional entre massa fresca e as concentra¢es. O TDZ, aos 30
e 60 dias, deu valores intermediarios e comportamento quadratico. Segundo o modelo
ajustado para a BAP, aos 30 dias, demonstrou comportamento linear com 0s menores valores
para esta variavel, e, aos 60 dias, promoveu maior massa fresca com resposta quadratica, com

possivel redugéo a partir da concentracdo de 16,96 uM (Figura 4B).
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Figura 4 — Regressdo polinomial dos valores de massa fresca total (MF) de plantulas de C.
abyssinica submetidas a diferentes niveis de citocininas apés 30 dias (A) e 60 dias (B) de
cultivo in vitro. (e-BAP; o-CIN; A-TDZ).

Aos 30 dias, as plantulas com CIN apresentaram aspecto morfoldgico vitrificado com
grandes folhas anormais (dados ndo apresentados), o que possivelmente foi a causa de sua
maior massa fresca comparado com as demais. A suplementacdo dos meios de cultura com
CIN em concentracdo elevada influenciou também os valores da variavel massa fresca em
segmentos nodais de Gypsophila paniculata (Caryophyllaceae) (QUOIRIN et al., 2008), uma
vez que o excesso desse regulador promove uma série de eventos nos explantes como a
regeneracdo de brotacfes anormais e hiperhidricas (HAN; PAEK; CHOI, 1992).

Lopes et al. (2012) notaram que no tratamento das plantas com CIN houve producéo
maior em numero de folhas diferenciadas, aumento da area foliar e consequentemente da
massa fresca. Taiz e Zeiger (2006) observaram que, em folhas isoladas e tratadas com CIN,
ocorre impedimento da acdo das proteases e RNAses foliares, promotoras da senescéncia. Em
decorréncia disso, a plantulas possuem mais folhas e consequentemente maior massa.
Segundo Conceicdo, Lopes e Fortes (2004), a variacdo na producdo de massa esta associada,
principalmente, a variacdo na area foliar.

O observado alinha-se ao descrito por Caldas, Haridasan e Ferreira (1998), que
descreveram as diferencas entre as atuacdes das citocininas, em que o BAP induz alta taxa de
multiplicacdo de brotagcdes em muitos sistemas de micropropagacéo, enquanto a CIN permite
apenas o crescimento normal sem muitas brotagGes adventicias maltiplas. Os resultados aos
30 dias para massa fresca corrobora com os encontrados por Paek, Chandler e Thorpe (1987),
em que BAP induziu maior NBE e a CIN maior MF para Raphanus sativus L. var.

longipinnatus (Brassicaceae).
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Aos 60 dias nos meios com BAP, ocorreram os maiores valores de massa fresca devido
ao maior incremento no numero de brotos. A queda nos valores de massa fresca com CIN
pode ser explicada pela sua degradacdo enzimatica, explicada para CMB. A subsequente
reducdo da massa fresca, a medida que se aumentou a concentracdo de BAP, provavelmente
tenha ocorrido devido a um desbalanco na relagdo auxina/citocinina. Comportamento
semelhante ao encontrado por Dutra et al. (2004), em trabalhos de multiplicacdo in vitro de
oliveira (Olea europaea L.), em que a medida que se aumentou a concentracdo de BAP,
houve aumento da massa fresca seguido de reducdo nessa variavel a partir de certa
concentragéo.

Os brotos de crambe que apresentaram melhor aspecto morfolégico e desenvolvimento
na fase de inducdo de brotos regenerados a partir das concentracdes de BAP e TDZ, além do
controle, foram selecionados para a fase de alongamento. Todos esses brotos provenientes
desses tratamentos foram transferidos para meio MS suplementado com uma Unica
concentracdo de 1 uM de GAs, e permaneceram nessas condigdes por 30 dias. A analise de
variancia nessa fase demonstrou ndo haver interacdo significativa entre as citocininas e 0s
niveis para 0 CMB (Tabela 8), indicando que a influéncia do GAs no alongamento dos brotos
foi independente das citocininas e niveis aplicados anteriormente na fase de inducdo de
brotos. Além disso, essa reposta no alongamento pode ser constatada comparando-se o valor
médio geral anterior, que foi de 3,61 cm aos 60 dias (Tabela 1), e apds 30 dias na presenca de
GAz no meio obteve-se um CMB geral de 5,03 cm (Tabela 8).
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Tabela 8. Resumo da analise de varidncia para
comprimento medio dos brotos (CMB) (cm) e
porcentagem de sobrevivéncia (%Sobrev.) de
plantulas de C. abyssinica, provenientes dos
tratamentos com BAP e TDZ, submetidas ao
alongamento 1 pM de GAgz aos 90 dias de cultivo

in vitro
Teste F

FV GL CMB %Sobrev.
Citocinina (A) 1 1,23" 0,18™
Concentracdo (B) 4 8,81" 5,02~
Int. AxB 4 0,37™ 1,80™
Residuo 40 - -
Meédia Geral - 5,03 90,68
CV (%) - 12,67 6,90

** * significativos a 0,01 e 0,05 de probabilidade,
respectivamente;

ns: ndo significativo;

CV(%): coeficiente de variagdo em porcentagem.

O GA:z adicionado ao meio de cultura pode promover aumento no comprimento dos
brotos devido ao estimulo da divisdo e alongamento das células (ROCHA et al., 2009;
MOURA et al., 2012). A incorporagdo de 1p GAsz produziu brotos com comprimento médio
geral considerado adequado para realizar as etapas seguintes da micropropagacao, que Sdo o
enraizamento e posteriormente a aclimatizacdo das plantas. Brotos com pequeno comprimento
poderdo apresentar baixo percentual de enraizamento se estes forem diretamente cultivados
em meios de enraizamento, ou irdo originar mudas de baixa qualidade para a fase de
aclimatizacdo (ROCHA et al., 2009).

Purkayastha et al. (2010) relataram que 0,5 uM de GAs aumentaram em trés vezes o
alongamento em 98% das culturas. O alongamento de brotos atrofiados, gerados em meio
contendo citocininas por tempo e concentracdes elevadas, é dependente da reducdo ou
auséncia das citocininas ou a incorporacdo de GAsz ao meio (PAUL et al., 2010). Esse efeito
do GAs com relacdo a BAP foi relatado em outras espécies de plantas (JORDAN;
OYANEDEL, 1992; PUROHIT; SINGHVI, 1998; SUGLA et al., 2007; PURKAYASTHA et
al., 2008). Chhikara et al. (2012) relataram que para induzir o desenvolvimento das raizes
adventicias em crambe in vitro deve-se incorporar GAz ao meio.

De acordo com Purkayastha et al. (2010), o cultivo prolongado em meio contendo esse

regulador produz plantulas finas e alongadas excessivamente, inadequadas para O
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enraizamento. 1sso pode explicar também a baixa porcentagem de enraizamento obtida no
presente trabalho.

Diferente do relatado para crambe, Moura et al. (2012) notaram que ndo houve
diferenca significativa no alongamento de segmentos nodais, provenientes da combinacédo de
2,6 UM de BAP e 0,16 uM de ANA, com diferentes concentracbes de GAs, e que nao foi
alcancado comprimento de forma satisfatdria (0,64 cm). Outros autores também ndo
observaram efeito do GAs no alongamento in vitro em plantulas provenientes da fase de
inducdo de brotos com citocininas (VILLA et al., 2008; SILVA et al., 2011).

Os brotos alongados provenientes dos tratamentos 5 pM de BAP e 5 uM de TDZ foram
transferidos para meios de inducdo de raizes com ANA e AIA. Apos 30 dias nessas
condicdes, os brotos responderam a esse estimulo (Figura 1F e G). No entanto, houve um
baixo rendimento nesses tratamentos empregados, obtendo-se uma média geral de 13,66% de
enraizamento. A analise de varidncia para a interacdo das concentracdes de ANA e AIA
(Tabela 9) ndo demonstrou significancia para a %Enraiz. Numericamente, a maior
porcentagem de enraizamento foi de 30% detectada no tratamento com 0,25 uM ANA nas
plantulas provenientes de 5 uM BAP (dados ndo apresentados). Os resultados da analise de
variancia indicaram diferenca apenas nas citocininas testadas, em que plantulas provenientes
de 5 UM BAP apresentaram média geral maior de 20,66% de enraizamento, comparado com
6,66% quando submetido a 5 pM TDZ (Tabela 10).



106

Tabela 9. Resumo da analise de varidncia para
porcentagem de enraizamento (%Enraiz.) e
porcentagem de sobrevivéncia (%Sobrev.) de
plantulas de C. abyssinica, provenientes dos
tratamentos com BAP e TDZ a 5 uM, submetidas
ao enraizamento com ANA e AIA, nas
concentragdes de 0,0; 0,25 e 0,50 uM aos 120 dias
de cultivo in vitro

y oL Teste F
%Enraiz. %Sobrev.

Citocinina (A) 1 7,53 0,94
Auxina (B) 4 1,76"™ 1,04
Int. AXB 4 1,17™ 1,60™
Residuo 40 - -

Média Geral - 13,66 88,00
CV (%) - 15,86 22,09

** * significativos a 0,01 e 0,05 de probabilidade,
respectivamente;

ns: ndo significativo;

CV(%): coeficiente de variagdo em porcentagem.

Tabela 10. Porcentagem de enraizamento (%Enraiz.)
de pléantulas de C. abyssinica, provenientes dos
tratamentos com BAP e TDZ a 5 uM, submetidas ao
enraizamento com ANA e AIA, nas concentracdes
de 0,0; 0,25 e 0,50 uM aos 120 dias de cultivo in

vitro
Citocininas %Enraiz.
BAP 20,66 a
TDZ 6,66 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste F, a 5%.

Os fendmenos envolvidos no enraizamento sdo dificeis de serem identificados, em
decorréncia de sua complexidade, sendo assim um entrave para o conhecimento adequado
dessa etapa (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). O baixo enraizamento encontrado para crambe pode
estar relacionado aos efeitos residuais das citocininas e da giberelina inseridas nas fases
anteriores. De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), a adi¢do de giberelina ao meio €
desnecesséria e pode ser prejudicial ao enraizamento, enquanto que a adig¢do de citocininas ao
meio pode provocar inibicdo do enraizamento (GRIMALDI et al., 2008). Foi constatado que

explantes de espécies com dificuldade para enraizar possuem um alto nivel de citocinina
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enddgena, enquanto que espécies com facilidade para enraizar possuem baixos niveis
(HARTMANN; KESTER; DAVIES, 1990).

A capacidade de produzir raizes e brotos depende da proporcdo citocinina/auxina no
meio de cultivo (SHUKLA; SAWHNEY, 1991). Um valor mais alto dessa relacdo favorece a
formagdo de brotos, enquanto um valor mais baixo favorece a formacéo de raizes (SKOOG;
MILLER, 1957; ROUT; SAMANTARAY; DAS, 2000; TAIZ;, ZEIGER, 2006; ROUT;
MOHAPATRA; JAIN, 2006), e os efeitos residuais devem ser levados em consideracdo. A
grande dificuldade é mensurar o residuo dos reguladores de crescimento durante as fases da
micropropagacdo. De acordo com Flores et al. (2009), uma alternativa para minimizar esse
problema ¢é a transferéncia dos brotos para um meio nutritivo isento de reguladores de
crescimento.

Em questdo ao maior efeito inibitdrio relatado para o0 TDZ na regeneracdo de raizes de
crambe, foi também descrito para outras espécies (KHAWAR et al., 2004; FLORES et al.,
2007). Explicados pelo fato do TDZ alterar o metabolismo de citocininas naturais, culminado
no aumento do teor enddgeno de citocinina (MOK et al., 1987, apud FLORES et al., 2009).

Alguns trabalhos relatam enraizamento de brotos de crambe a partir de hipocétilos
utilizados como explante. Li et al. (2010) conseguiram 59 e 67% enraizamento com 0,54 e
0,27 uM ANA, respectivamente, em brotos provenientes do tratamento com 10 uM de TDZ e
2,7 UM ANA. Esses autores ainda relatam que 0,49 uM e 0,25 uM de AIB tinham frequéncias
baixas de enraizamento de 24 e 18%, respectivamente. J& Chhikara et al. (2012) induziram
raiz com 9,5 uM de AIB, em brotos induzidos a partir de 8,88 uM de BAP e 0,10 uM de
ANA, mas ndo revelaram a eficiéncia desse tratamento. Wang e Luo (1998) conseguiram
enraizamento satisfatério em brotos de crambe gerados a partir de ovario imaturo apés 15 dias
com meio MSY2 + 0,28 uM AIB.

Em outras espécies de brassicaceae, concentracfes mais elevadas de auxinas foram
utilizadas para o enraizamento de brotos com resultados superiores ao observado para crambe.
Memon et al. (2009) observaram que em Brassica campestris ssp. chinensis com 2,7 uM de
ANA obtiveram 54,4% de raizes formadas e que, com 1,6 UM o enraizamento foi de 88,8%.
Shukla e Sawhney (1991) notaram que 5 UM ANA estimula o enraizamento em sua resposta
maxima para B. napus.

Talvez, o longo tempo de cultivo e os residuos de reguladores de crescimento tornaram
0 enraizamento baixo no presente trabalho. O sucesso do enraizamento dos explantes é pré-
requisito para qualquer protocolo de micropropagacdo, pois € importante para facilitar o

estabelecimento da planta no processo de aclimatiza¢do (PATI et al., 2006).
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A porcentagem de sobrevivéncia (%Sobrev.) foi elevada em todas as fases da
micropropagacao durante o desenvolvimento in vitro (Tabela 1, 8 e 9). Decaindo levemente
com o passar das fases, obtendo inicialmente 96,95% (30 dias) e antes da aclimatizacao
88,00% (120 dias) de sobrevivéncia. Portanto, todos os tratamentos empregados e tempos de
avaliacdo deram taxas de sobrevivéncia satisfatorias, sem diferenciar estatisticamente.

Na aclimatizag8o, a taxa de sobrevivéncia durante o processo de pré-aclimatizacédo foi
satisfatoria, mas o processo de furar e retirar o filme PVP dos frascos, e manter nessas
condicdes por 15 dias foi um fator indutor para o surgimento de fungos em alguns meios de
cultura. Ao serem transferidas para o substrato comercial e para o solo em condic¢Oes
ambientais ndo suportaram tal estresse e vieram a senescer, causando assim a morte de todas
as plantulas apos 15 dias.

Algumas plantas oriundas do enraizamento in vitro mesmo estando bem enraizadas,
inclusive com raizes ramificadas, ndo sobrevivem quando transplantadas para condigdes ex
vitro (TIBOLA et al., 2004). Mesmo plantas com aspecto normal, podem sofrer e/ou néo
sobreviver nessa fase, em funcao do estresse pelo qual as plantas sofrem, por causa da subita
mudanca de umidade relativa, que ocorre na passagem das condi¢fes in vitro para ex vitro
(SEELYE; BURGE; MORGAN, 2003; APOSTOLO; BRUTTI; LLORENTE, 2005). Outros
fatores limitantes nessa fase ocorrem em funcdo das plantas nas condic¢des ex vitro passarem
para um estado autotr6fico necessitando fazer fotossintese para sobreviver e precisam
rapidamente incrementar a absorcdo de sais, estando sujeitas ao ataque de microorganismos
(KADLECEK et al., 2001).

Com relagdo ao crambe, poucos protocolos de micropropagagdo descrevem 0 processo
de aclimatizacdo (LI et al., 2010, 2011; CHHIKARA et al., 2012), mas, Palmer e Keller
(2011) registraram 70% de sobrevivéncia na aclimatizacdo, sem, contudo, divulgar a
metodologia.

A micropropagacdo pode ser afetada por uma série de fatores, como por exemplo, a
idade do explante, nutrientes, orientagdo do explante, tipos e concentracdo de reguladores de
crescimento, e também do tempo de cultivo e subcultivo (SHUKLA; SAWHNEY, 1991).
Tomando todos esses fatores em consideracdo, o tempo de cultura e o elevado periodo sob
influéncia dos reguladores de crescimento podem ter afetado o processo de micropropagacéo

neste estudo.
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4- CONCLUSOES

Ocorre uma frequéncia satisfatdria de regeneracdo de brotos a partir de segmentos
apicais de crambe em meios contendo 5 uM de BAP. O alongamento foi satisfatorio com 1
UM de GAas. Esse protocolo de regeneracdo de plantas in vitro pode ser util no processo de
criagdo e desenvolvimento de novas cultivares em um tempo mais curto usando explantes
apicais. Existe a necessidade de se estabelecer um enraizamento e aclimatizacgéo eficiente para

completa propagacao in vitro de crambe.
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Estabilidade genética de plantas micropropagadas de Crambe abyssinica Hochst
utilizando marcadores ISSR

RESUMO

O crambe (Crambe abyssinica) é uma erva anual, ndo alimentar, que foi cultivada
inicialmente para extracdo de Oleo para industria, e, atualmente, tem grande potencial para
producdo de biodiesel. O objetivo desta investigacdo foi avaliar a estabilidade genética das
plantas micropropagadas de C. abyssinica Hochst cv. FMS brilhante utilizando a técnica de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) baseada em marcadores moleculares ISSRs, com
intuito de produzir um protocolo de regeneracdo in vitro dessas plantas com baixa variacéo
genética em relacdo a planta doadora. Para o processo de micropropagacgdo, segmentos apicais
provenientes de plantulas germinadas in vitro foram utilizados como explante. Inicialmente,
foram cultivados por 90 dias em meio MS com 5,0 uM de 6-benzilaminopurina (BAP), em
que, aos 90 dias foi detectado o maior valor de numero de brotos por explante (NBE) (12,20
brotos). Aos 120 dias, foi testada a interacdo entre as diferentes concentracdes de BAP e acido
naftaleno acético (ANA), e os maiores valores encontrados para NBE foi com o tratamento
0,0/0,5 uM BAP/ANA (11,40 brotos) e 1,0/0,0 uM BAP/ANA (11,00 brotos). Na fase de
enraizamento, as maiores taxas desta varidvel foram observadas com 0,5 puM ANA (30%). Os
13 primers ISSR utilizados para a analise da estabilidade genética, produziram 91 produtos de
amplificacdo, sendo apenas 8 bandas polimorficas e 83 monomorficas para todas as 10 plantas
de crambe regeneradas, comparando com a planta doadora de explante. Esses resultados
indicam que o segmento apical de crambe é um explante altamente confiavel para a
micropropagacdo de plantas geneticamente verdadeiras (true-to-tipe), ou seja, que mantém a

estabilidade genética verificada utilizando marcadores ISSR.

Palavras-chave: regeneracdo in vitro, variagdo somaclonal, marcadores moleculares,

segmento apical, brotos.
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ABSTRACT

Genetic stability of micropropagated plants of Crambe abyssinica Hochst using ISSR

markers

The crambe (Crambe abyssinica) is an annual herb, non-food, that was initially
cultivated for oil extraction for industry, and, currently, has great potential for biodiesel
production. The objective of this investigation was to evaluate the genetic stability of
micropropagated plants of C. abyssinica Hochst cv. FMS brilhante using PCR tecnics
(polymerase chain reaction) based in molecular markers ISSRs, aiming to produce a protocol
for in vitro regeneration of these plants with low genetic variation compared to donor plant.
For the process of micropropagation, shoot tips from in vitro germinated seedlings were used
as explants. Were initially cultivated for 90 days on MS medium with 5.0 pM 6-
benzylaminopurine (BAP), which, at 90 days was detected the highest value of number of
shoots per explant (NSE) (12.20 shoots). After 120 days was tested the interaction between
the different concentrations of BAP and naphthalene acetic acid (NAA), and the highest
values were found for NSE treatment with 0.0/0.5 uM BAP/NAA (11.40 shoots) and 1.0/0.0
MM BAP/NAA (11.00 shoots). For rooting phase, the highest rates of this variable were
observed with 0.5 uM NAA (30 %). The 13 ISSR primers used for the analysis of the genetic
stability, produced 91 amplification products, of which only 8 bands polymorphic and 83
were monomorphic for all 10 plants regenerated of crambe, compared to the donor plant
explant. These results indicate that the shoot tips of crambe is a highly reliable explant for
micropropagation of plants genetically true-to-tipe, or, keeping the genetic stability verified

using ISSR markers.

Key words: in vitro regeneration, somaclonal variation, molecular markers, shoot tips, shoot.
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1- INTRODUCAO

O crambe (Crambe abyssinica - Brassicaceae; 2n = 6x = 90) é uma herbacea anual, ndo
alimentar (PAULOSE et al., 2010), nativa da regido mediterranea, cultivada inicialmente para
extracdo de Oleo para industria (WANG et al., 1999; ZULFIQAR et al., 2011) e com grande
potencial para producdo de biodiesel (WANG et al., 2000; ROSCOE et al., 2007). O ¢6leo
extraido das sementes possui elevado teor de acido ertcico no 6leo extraido das sementes (50-
60%) (LI et al., 2010; LARA-FIOREZEA et al., 2013) utilizado para a producdo de
lubrificantes, plasticos, inibidor de corroséo, borracha sintética, assim como produtos
cosméticos (WANG et al., 2004; FALASCA et al., 2010; LARA-FIOREZEA et al., 2013).

Além disso, caracteristicas agrondmicas tais como, ciclo de vida curto
(aproximadamente 90 dias) (WANG et al., 2003; CHHIKARA et al., 2012), biomassa elevada
(ZULFIQAR et al, 2011), rendimento médio de sementes de 1800-2400 kg ha*
(CHHIKARA et al., 2012), cultivo em diferentes condicdes climaticas (WANG et al., 2000),
resisténcia a insetos (ANDERSON et al., 1992; KMEC et al., 1998), tolerancia a estresses
abiodticos, como salinidade, baixas temperaturas, calor, seca (WANG et al., 2000;
CHHIKARA et al., 2012) e exposi¢do a metais pesados ( ARTUS, 2006; PAULOSE et al.,
2010), podem tornar o crambe uma importante espécie dentro do cenério agricola.

Entretanto, para que a cultura de crambe seja empregada de forma efetiva, intervencdes
biotecnolodgicas sdo exigidas para o fornecimento de material vegetal de qualidade (JOSHI;
DHAWAN, 2007). Nesse contexto, as técnicas de cultura de células e tecidos in vitro sdo
importantes tanto para a propagacdo massal (LI et al., 2010, 2011; PALMER; KELLER,
2011; CHHIKARA et al., 2012) como ferramenta para o0 melhoramento genético (WANG,;
LUO, 1998; WANG et al., 2003; WANG et al., 2004; WANG et al., 2006).

Uma eficaz regeneracdo de plantas in vitro, por meio das técnicas de cultura de tecidos,
é um pré-requisito para a aplicacdo de ferramentas biotecnoldgicas com o intuito de melhorar
a cultura (SINGH et al., 2012). Alguns trabalhos relacionados a micropropagacgdo relatam a
regeneracdo de crambe in vitro via organogénese direta (L1 et al., 2010, 2011), organogénese
indireta (CHHIKARA et al., 2012), ambos utilizando hipocétilos como explante, e via
embriogénese somatica indireta (PALMER; KELLER; 2011), este ultimo com cotilédone,
hipocotilo e raiz como explante. No entanto, ndo existe nenhuma informagéo publicada sobre
a regeneracdo de crambe utilizando segmentos apicais, via multiplicagdo por meio da

proliferacdo de gemas axilares.
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A manutencdo da estabilidade genética das plantas regeneradas in vitro com relagdo a
planta mae (doadora de explante) torna-se importante para detectar sutis variacdes fenotipicas,
citoldgicas, bioquimicas e/ou moleculares (BORCHETIA et al., 2009; GOEL et al., 2009),
possibilitando, dessa forma, um planejamento estratégico para a propagacdo de espécies com
qualidade e uniformidade desejada antes de serem liberadas para fins comerciais (BHATIA et
al., 2009).

Alguns trabalhos apresentam o surgimento de variacbes genéticas, epigenéticas e
fenotipicas, conhecidas como variagbes somaclonais, ocorrendo durante 0s processos de
regeneracdo in vitro (organogénese e embriogénese) (BENNICI et al., 2004; GOEL et al.,
2009; MIGUEL; MARUM, 2011; ZOGHLAMI et al., 2012; PATHAK; DHAWAN, 2012;
ZHAO et al., 2012).

No caso dos métodos de micropropagacdo envolvendo meristemas pré-existente, como
gemas axilares e meristemas apicais, a literatura relata diversos estudos com diferentes
espécies de plantas que mantiveram a estabilidade genética apds as etapas de cultivo in vitro,
tais como Opuntia ficus-indica (ZOGHLAMI et al., 2012), Eclipta alba (SINGH et al., 2012),
Jatropha curcas (LEELA et al., 2011; SHARMA et al., 2011), Camellia spp. (BORCHETIA
et al., 2011), Evolvulus spp. (MARITANO et al., 2010), Gerbera jamesonii (BHATIA et al.,
2009), Crataeva magna (BOPANA; SAXENA, 2009), Swertia chirayita (JOSHI; DHAWAN,
2007), Vanilla planifolia (SREEDHAR et al., 2007).

Nesse sentido, os marcadores moleculares, principalmente os de DNA, sdo ferramentas
poderosas e valiosas na analise da estabilidade genética de plantas propagadas in vitro
(GHEORGHE et al., 2009; DEVARUMATH et al., 2002). Dentre esses marcadores, 0 uso do
ISSR (Inter-Simples Sequence Repeats) para avaliacdo da estabilidade genética é bem
documentada (BHATIA et al., 2009; JOSHI; DHAWAN, 2007; LAKSHMANAN et al.,
2007; LEROY et al., 2001) e, segundo Leroy et al. (2001), esses marcadores sdo considerados
adequados para detectar variacGes derivadas do cultivo in vitro de plantas da familia
Brassicaceae, tais como, couve-flor (Brassica oleracea), colza (Brassica napus), rabanete
(Raphanus sativus), crambe (Crambe abyssinica), dentre outras.

Considerando a inexisténcia de estudos de estabilidade genética de plantas de crambe
propagadas in vitro, o objetivo desta investigacdo foi avaliar a estabilidade genética das
plantas micropropagadas de C. abyssinica Hochst cv. FMS brilhante utilizando a técnica de

PCR (reagdo em cadeia da polimerase) baseada em marcadores moleculares ISSRs.
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2- MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais e no
Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular de Plantas do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Espirito Santo. Sementes de C. abyssinica Hochst da cultivar
FMS brilhante, safra de 2012, obtidas com a Fundacdo MS, localizada em Maracaju, Mato

Grosso do Sul, BR, foram utilizadas para o estabelecimento in vitro da cultura.

Fonte de explante

Segmentos apicais foram excisados de plantulas de crambe provenientes da germinacao
de sementes in vitro. As sementes foram inicialmente lavadas em &gua corrente com
detergente neutro, e em condicGes assépticas na camara de fluxo laminar foram desinfestadas
por imersdo em solucéo de antibidtico Penicilina (10 mg L) e de Rifampicina (10 mg L™?)
por 30 minutos (min), alcool 70% por 1 min, seguido de hipoclorito de sédio comercial 50%

(cloro ativo: 2-2,5%) por 30 min, e lavadas trés vezes em agua destilada autoclavada.

Meio de cultura e condi¢Ges de cultivo

Para a germinacéo in vitro de sementes de crambe, foi utilizado o meio de cultura MSY2
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 15 g L™ de sacarose e 7 g L™ de &gar.
Apbs 30 dias, foram retirados segmentos apicais de aproximadamente 2-3 cm para 0S ensaios
de micropropagacao.

Para a inducdo de brotos os explantes foram cultivados durante 90 dias em meio MS
com 5 uM de BAP (6-benzilaminopurina), suplementado com 30 g L de sacarose, 0,5 mg L
de nitrato de prata (AgNO3) (LI et al., 2010) e 7 g L™ de 4gar. Foram realizados subcultivos e
avaliacdes no tempo 30, 60 e 90 dias apds a inoculacdo. A partir do terceiro subcultivo (90
dias), os brotos regenerados foram submetidos a tratamentos com intuito de reduzir a
citocinina e introduzir auxina ao meio. Para isso, foi testado o efeito da interacdo entre as
concentragfes de BAP (0,0; 1,0; 3,0 e 5,0 pM) e ANA (acido 1-naftalenoacético) (0,0 e 0,5
M) em meio MS contendo 30 g L de sacarose, 0,5 mg L de AgNOs e 7 g L de 4agar,
sendo avaliados e subcultivados ap6s 30 dias (tempo 120 dias).
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A fase de enraizamento foi aplicada apenas no controle (0,0 uM) e nos trés tratamentos
que apresentavam brotos com melhor aspecto morfoldgico da interacdo de BAP e ANA
(3,0/0,0; 5,0/0,0; 1,0/0,5 uM BAP/ANA). Foi utilizado primeiramente o0 meio MS% com 0,5
UM ANA, por seguinte, os brotos foram transferidos para meio MS% com 1,0 uM ANA e 0,1
UM BAP, ambos suplementado com 10 g L™ de sacarose, 100 mg L penicilina (LI et al.,
2010; CHHIKARA et al., 2012), 0,5 mg L™ de AgNOsz e 7,5 g L de 4gar. A avaliagdo
ocorreu apés 30 dias nos meios de enraizamento descritos, tempo 150 e 180 dias,
respectivamente.

Em todas as etapas, os meios de cultivo tiveram seu pH ajustado para 5,8, vertidos em
tubo de ensaio (10 ml) e autoclavados a 1,1 atm, 121 °C, por 20 minutos. Todas as culturas
foram incubadas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro), sob
lampadas fluorescentes fornecendo 25,2 pmoL m™ s de fluxos de fotons fotossintéticos, e

temperatura de 25+1 °C.

Aclimatizacéo das plantas regeneradas

Nesta etapa, foram utilizadas plantas (3-5 cm) com parte aérea e raiz bem desenvolvida,
provenientes dos tratamentos de enraizamento. Apds 180 dias do inicio da micropropagacao
foi efetuada uma pré-aclimatizacéo, que consistiu em transferir as plantulas do tubo de ensaio
(25x150 mm) para frascos (80x150 mm) fechados com MSY4, 7,5 g L™ de &gar, sem adicio de
sacarose e mantidas por 30 dias (tempo 210 dias) nas condi¢des de sala de crescimento
descritas. O segundo passo da aclimatizacao foi manté-las em frascos fechados com substrato
comercial (Vivato Slim®) autoclavado, nutridas com solu¢io de MS sem sacarose e mantidas
por 30 dias em local com luz e temperatura ambiente (tempo 240 dias). ApoOs essa etapa, as
plantas foram transferidas para copos de plastico fosco, com latossolo vermelho-amarelo
distréfico corrigido, autoclavado e nutrido com solucdo de macro e micronutrientes do meio
MS. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo a uma temperatura média de 29 °C,

sendo irrigadas sempre que necessario, para manter a umidade adequada para as plantas.

Avaliacgdes morfoldgicas
As avaliagdes fitotecnicas foram realizadas nas diferentes fases da micropropagacgédo nos
tempos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias. Foram mensuradas as seguintes variaveis: numero de

brotos por explante (NBE), comprimento médio dos brotos (CMB), porcentagem de
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enraizamento (%Enraiz.) e porcentagem de sobrevivéncia (%Sobrev.). As medi¢ées de CMB
foram realizadas com auxilio de um paquimetro digital. A %Sobrev. foi avaliada nos tempos

210 e 240 dias na aclimatizacéo.

Avaliacdo da estabilidade genética

A estabilidade genética entre a planta doadora de explante e 10 plantas regeneradas in
vitro foi analisada utilizando marcadores moleculares de DNA do tipo ISSR, baseada na
técnica de PCR. Apds a excisdo do segmento apical, no inicio do processo de
micropropagacdo, o tecido vegetal de cada planta doadora de explante foi identificado,
congelado e armazenado a -30 °C. Todos os brotos gerados a partir desse explante foram
identificados com a numeracdo correspondente a sua origem. Também foram utilizados
tecidos foliares de 10 plantas regeneradas e aclimatizadas em substrato comercial (210 dias).

O DNA das amostras foi extraido a partir da planta toda segundo metodologia de Doyle
e Doyle (1990) com algumas modificacbes propostas por Abdelnoor et al. (1995). A
concentracdo do DNA foi determinada por Espectrofotometro UV-Vis (Femto Cirrus 80-S) e
Nanodrop (Thermo scientific). A qualidade foi verificada apos a eletroforese em 0,8% de gel
de agarose e armazenados a -30 °C até o uso.

Inicialmente, foram testados vinte primers ISSR da University of British Columbia
(UBC, Vancouver, Canadd), sendo 13 selecionados para o ensaio de estabilidade genética
devido a reprodutibilidade, nitidez das bandas e por apresentarem polimorfismo em outras
espécies.

As amplificacGes foram realizadas em um volume final de 25 pl contendo 30 ng de
DNA gendmico, 0,2 uM de cada primer, 0,25 mM de cada nucleotideo (ANTP), 2,5 mM de
MgCl,, 0,25 mM de Tris-KClI (pH: 8,3) e 1 unidade de Taq polimerase.

As amplificagbes foram realizadas em termociclador (Thechne TC 412). Para os
primers UBC 810, 834, 841, 849, 855, 857, 859, 864, 879, 889 e 890 foram utilizadas as
seguintes condicdes: 15 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos constituidos por trés etapas: a)
30 segundos a 94 °C, b) 30 segundos a 52 °C e ¢) 1 minuto a 72 °C, com uma etapa final de 7
minutos a 72 °C. Os primers UBC 827 e 845 foram amplificados nas condi¢Ges: 15 minutos a
94 °C, seguido de 35 ciclos constituidos por trés etapas: a) 1 minuto a 94 °C, b) 1 minuto a 52
°C e ¢) 2 minutos a 72 °C, com uma etapa final de 7 minutos a 72 °C.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2,5%,
contendo 0,02 pL mL™* de brometo de etideo em tampdo TBE (Tris 0,89 M, Acido bérico
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0,89 M e EDTA 0,02 M), a 110 volts por aproximadamente trés a quatro horas. Um marcador
de peso molecular de DNA (Ladder 100pb - Fermentas®) determinou distingdo e estimagéo da
massa molecular dos fragmentos obtidos. Terminada a corrida, os géis foram fotografados sob
luz ultravioleta, pelo sistema de Fotodocumentacdo L P1X HE da Loccus Biotecnologia®. A
andlise dos geéis consistiu de presenca/auséncia de bandas entre a planta doadora e as plantas
regeneradas.

Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram instalados em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC). A inducédo de brotos com 5 uM BAP realizada aos 30, 60 e 90 dias possuia
a cada tempo de andlise 50 repeti¢des, constituida por um explante cada. O efeito da interacao
entre as concentracdes de BAP e ANA foi conduzido em esquema fatorial 4x2 (0,0; 1,0; 3,0 e
5,0 uM BAP x 0,0 e 0,5 uM ANA) com 5 repeticGes, compostas por 5 explantes cada. O
mesmo numero de repeticdes e explantes foram utilizados no enraizamento. Os dados de
porcentagem de enraizamento (%Enraiz.) foram transformados por [(x/100)+1].

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, depois de verificadas a
normalidade e homogeneidade. Verificada a significancia dos tratamentos, foi aplicado teste
de média de Tukey, adotando-se 1 e 5% de probabilidade pelo software Assistat (SILVA,
AZEVEDO, 2009).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os segmentos apicais provenientes de plantulas germinadas in vitro (Figura 1A e 1B) e
cultivados em meio MS com 50 pM de BAP iniciou a inducdo de brotos com
aproximadamente duas semanas de cultura. O aspecto morfoldgico dos regenerados aos 30
dias (Figura 1C) demonstra que o BAP foi efetivo na inducdo de novos brotos e quebra da
dominéncia apical (DEVI et al., 1994; SUJATHA; REDDY, 1998). Aos 60 e 90 dias, essa
efetiva inducdo demonstrou aspecto de tufos (Figura 1D e E, respectivamente). Semelhantes
observacdes foram feitas em Brassica napus (Brassicaceae) (GHNAYA et al., 2008), Eclipta
alba (Asteraceae) (SINGH et al., 2012) e Gossypium hirsutum (Malvaceae) (SHUKLA,;
SAWHNEY, 1991).
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Figura 1 — Regeneracdo de C. abyssinica por meio de segmentos apicais. (A) Planta
germinada in vitro; (B) Segmento apical utilizado como explante (0 dias); (C, D e E) Brotos
induzidos com 5,0 UM BAP aos 30, 60 e 90 dias, respectivamente; (F) Brotos induzidos com
3,0 UM BAP aos 120 dias; (G e H) Enraizamento com 0,5 pM ANA (150 dias) (tratamento de
origem: 3,0 UM BAP). Barra=0,5 cm.

Os valores médios das caracteristicas avaliadas nos explantes sob a influéncia desse
regulador de crescimento aos 30, 60 e 90 dias estdo representados na Tabela 1. O nimero de
brotos por explante (NBE) foi significativamente afetado pelo tempo, em que aos 90 dias o
valor foi mais proeminente (12,20 brotos), do que aos 30 e 60 dias (8,08 e 8,46 brotos,
respectivamente). A dosagem de citocinina no meio de cultura foi suficiente para inducéo de
brotos em crambe. Segundo Sun et al. (2009), é o ponto critico para uma efetiva
organogénese. O efeito promotor de BAP na inducdo de multiplos brotos foi previamente
relatado em espécies da familia Brassicaceae (SHUKLA; SAWHNEY, 1991; MEMON et al.,
2009; ISHIGAKI et al., 2009), e ndo foram encontrados trabalhos que descrevam o efeito
desse regulador ao longo do tempo de cultivo in vitro.

Os valores de comprimento médio dos brotos (CMB) ndo foram significativamente
diferentes aos 30, 60 e 90 dias, atingindo uma média de 28,18 mm durante o cultivo (Tabela
1). Isso demonstra que mesmo com 0s subcultivos, os brotos excisados mantém uma taxa

semelhante de crescimento. Observacdes similares foram feitas por Girija et al. (1999) e
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George, Ravishanker e Venkataraman (1993), em que o maior nimero de brotos foi verificado
no final do 2° subcultivo. Neste periodo de tratamento com 5 uM BAP n&o foi observado
nenhuma raiz formada, indicando a necessidade de insercdo de uma auxina para tal resposta.
A porcentagem de sobrevivéncia foi em média de 91%. As pequenas perdas ocorreram devido

a contaminacdo por fungos.

Tabela 1. Média do numero de brotos por
explante (NBE), comprimento médio dos brotos
(CMB) e porcentagem de sobrevivéncia
(%Sobrev.) em segmentos apicais de C.
abyssinica sob a concentragdo 5,0 UM de BAP
apos 30, 60 e 90 dias de cultivo in vitro

Tempo CMB

(dias) NBE (mm) %Sobrev.
30 8,08 b 27,68 a 92,00 a
60 8,46 b 28,00a  90,00b
90 12,20 a 28,86 a 91,00 a
Média Geral 9,58 28,18 91,00
CV (%) 33,30 22,14 32,34

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.
CV(%): coeficiente de variagho em
porcentagem.

Aos 120 dias de tratamento, foi testada a interag@o entre as diferentes concentracGes de
BAP e ANA nos explantes. O aspecto morfol6gico (Figura 1F) e os resultados do presente
estudo indicaram claramente que a capacidade de regeneracdo de brotos continuou com
valores proximos ao verificado nos tempos de avaliacdo anteriores.

Na tabela 2 esta o resumo da andlise de variancia mostrando que a interagdo de ambos
os niveis dos fatores (BAP e ANA), aos 120 dias de cultivo, afetou significativamente apenas
o NBE. Para o fator BAP, em separado, houve significancia no CMB, %Enraiz e %Sobre.
Para o fator ANA, apenas a variavel %Enraiz foi influenciada de forma significativa (1%)

pela concentracdo de ANA.
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Tabela 2. Resumo da analise de varidncia para nimero de brotos por
explante (NBE), comprimento médio dos brotos (CMB), porcentagem de
enraizamento (%Enraiz.) e porcentagem de sobrevivéncia (%Sobrev.) de
plantulas de C. abyssinica sob interacdo de diferentes concentracdes de BAP
e ANA apo6s 120 dias de cultivo in vitro

Teste F
PV GL NBE CMB  %Enraiz. %Sobrev.
BAP (A) 3 6,82™" 5,86 4,26" 3,36
ANA (B) 1 0,19™ 2,33 8,89 1,68™
Int. AXB 3 4,40 0,51" 2,71 0,01™
Residuo 32 - - - -

Média Geral - 8,72 25,09 9,37 92,50
CV (%) - 20,46 17,82 15,75 13,17

** *significativos a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente;
ns: ndo significativo;
CV(%): coeficiente de variagdo em porcentagem.

Entre todos os tratamentos empregados a partir da interacéo entre BAP e ANA aos 120
dias, os maiores valores encontrados para NBE foi no tratamento com 0,0/0,5 uM BAP/ANA
(11,40 brotos) e 1,0/0,0 uM BAP/ANA (11,00 brotos) (Tabela 3). Contudo, analisando 0s
fatores, dentro das concentragcdes de BAP testadas sem a adicdo de ANA a multiplicacdo de
brotos foi superior em 1,0 uM BAP (11,00 brotos), sem diferenciar significativamente de 0,0
e 3,0 uM BAP. Nas concentracdes de BAP com 0,5 uM ANA, a auséncia de BAP (0,0 uM
BAP) teve o maior valor (11,40 brotos) sem diferenciar de 1,0 uM BAP. A presenca de 0,5
UM de ANA sbé demonstrou diferenca significativa, comparando com sua auséncia, quando
empregada com 0,0 uM de BAP. Portanto, as menores concentragdes de BAP (0,0 e 1,0 uM)
na auséncia ou presenca de 0,5 uM de ANA melhor influenciaram na inducdo de brotos aos
120 dias, ressaltando também que a concentracdo de 5,0 UM BAP ap6s 90 dias comegou a
apresentar sinais de decréscimo nessa caracteristica avaliada.

Os efeitos positivos do BAP sobre a regeneracdo de uma ampla gama de explantes
foram relatados em diferentes espécies de brassicas. Pavlovic et al. (2012) relataram que em
segmentos nodais de Brassica oleracea a maior taxa de multiplicacdo de brotos foi em meios
suplementados com 8,8 UM BAP + 5,0 uM AIB (&cido 3-indolbutirico). Uma alta frequéncia
de brotos (100%) a partir de hipocétilos e combinacgéo utilizando BAP e ANA foi conseguida
em B. carinata (YANG et al., 1991). Sem adicdo de auxina ANA, e 4,44 uM BAP foi a
concentragéo ideal para a regeneracdo de brotos em B. juncea (GUO et al., 2005). Li et al.
(2011), utilizando 10 puM de thidiazuron (TDZ) e 2,5 uM ANA, relataram uma frequéncia de

regeneracdo de brotos de 95% em hipocotilos de C. abyssinica cv. Galactica. Esses resultados
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denotam a importdncia do balango entre citocininas e auxinas, afetando a resposta
morfogenética in vitro. Segundo Shukla e Sawhney (1991), a presenca de BAP e ANA
estimula a producéo de brotos em varios tipos de explantes em brassicas, mas essa resposta €
dependente da concentracdo empregada. Aumento da multiplicacdo de brotos pela adicdo de
auxinas em baixo nivel, juntamente com citocinina também tem sido relatado em muitas
espécies de plantas (SHEKHAWAT et al., 2011; CHERUVATHUR et al., 2011; FAISAL et
al., 2012; PHULWARIA et al., 2013a, 2013b). Vicente et al. (2009) também relataram que
concentracdes elevadas de BAP diminuiu o NBE devido, possivelmente, ao efeito fitotoxico
dessa citocinina, relato esse que corrobora com o fato observado da diminuicdo do NBE aos
120 dias na presenca de 5 uM BAP.

Tabela 3. Média do numero de brotos
por explante (NBE) de plantulas de C.
abyssinica sob interacdo de diferentes
concentracdes de BAP e ANA apos 120
dias de cultivo in vitro

BAP (uM) ANA (HM)
0 05
0,0 8,80abB 11,40 aA
1,0 11,00aA 8,80 abA
3,0 8,60abA 6,40 bA
5,0 700bA 7,80 bA

Médias seguidas pela mesma letra,
mindscula na coluna e mailscula na
linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

Para a caracteristica CMB aos 120 dias (Tabela 4), apenas as concentracGes de BAP
foram significativas, no qual o controle obteve valores superiores (30,19 mm) comparado com
as demais concentracOes testadas, as quais ndo diferenciaram significativamente. Os brotos
obtidos em todas as combinacdes de BAP e ANA néo alongaram, provavelmente devido ao
efeito inibitorio desses reguladores no comprimento. I1sso mostra que o alongamento in vitro
depende da retirada de BAP e ANA ou a incorporacdo de acido giberélico (GAs) ao meio,
medida que estimularia o alongamento de cultivos tratados por um longo tempo e elevadas
concentracdes de BAP (PAUL et al., 2010). O efeito da promoc¢édo de GA3 no alongamento de

brotos atrofiados, em meio contendo elevadas concentragdes ou por um longo tempo com
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BAP, foi relatado em varias outras espécies de plantas (JORDAN; OYANEDEL, 1992;
PUROHIT; SINGHVI, 1998; SUGLA et al., 2007; PURKAYASTHA et al., 2008).

Com relagdo a altura (comprimento da parte aérea) das brotacbes de Vernonia
condensata Baker (Asteraceae), Vicente et al. (2009) ndo observaram diferencas significativas
entre as concentracoes de BAP (4,44 a 22,2 yuM), corroborando com o relatado para crambe.
Segundo Grattapaglia e Machado (1998), as citocininas estimulam a maior produgao de partes
aéreas das brotacdes até uma determinada concentracao, a partir da qual ocorre diminuicao da
altura em virtude de um possivel efeito fitotoxico. Esses resultados estdo em conformidade
com a literatura, cujos autores sugerem que esse regulador de crescimento ndo seja
responsavel pelo alongamento de brotos (PAIVA et al., 1997; PASQUAL et al., 2002; VILLA
et al., 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006).

Tabela 4. Comprimento médio dos
brotos (CMB) de plantulas de C.
abyssinica sob diferentes
concentracbes de BAP ap6s 120
dias de cultivo in vitro

BAP (uUM) Médias (mm)

0,0 30,19 a
1,0 23,87 b
3,0 22,86 b
5,0 23,45Db

Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

A porcentagem de enraizamento aos 120 dias foi maior no controle (25%) e com 1 uM
de BAP (10%) (Tabela 5), e foi significativamente diferente na presenca de 0,5 uM de ANA
(17,50%) (Tabela 6). Normalmente, as espécies nos quais os explantes sdo mantidos
anteriormente em determinados meios de cultura podem provocar efeitos residuais sobre a
resposta morfogénica subsequente dos explantes (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008).
Polanco e Ruiz (1997) sugerem que existe um possivel efeito inibidor da BAP na formagéo de
raiz in vitro. Mendes et al. (2007), no experimento com Vriesea cacuminis L. B. Smith
(Bromeliaceae), evidenciaram que na auséncia de auxinas, explantes proveniente de meios de

cultura com BAP ndo apresentaram enraizamento satisfatorio. Resultados similares sdo
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encontrados na literatura para diferentes espécies (MERCIER; KERBAUY, 1992, 1993;
POLANCO; RUIZ, 1997; KOROCH et al., 2002).

Tabela 5. Porcentagem de
enraizamento (%Enraiz.) de
plantulas de C. abyssinica sob
diferentes concentragdes de BAP
apos 120 dias de cultivo in vitro

BAP (uUM) Meédias (%0)
0,0 25,00 a
1,0 10,00 ab
3,0 250b
5,0 0,00 b

Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

Tabela 6. Porcentagem de
enraizamento (%Enraiz.) de
plantulas de C. abyssinica sob
diferentes concentracfes de ANA
apos 120 dias de cultivo in vitro

ANA (UM) Médias (%)
0,0 1,25b
0,5 17,50 a

Médias seguidas pela mesma letra
néo diferem entre si pelo teste F, a
1%.

A porcentagem de sobrevivéncia aos 120 dias (Tabela 7) foi elevada em todos os
tratamentos testados. Contudo, os maiores valores foram verificados nas concentracgdes de 0,0,
1,0 e 3,0 uM BAP (97,50%), diferenciando significativamente apenas de 5,0 uM. Existem
muitos relatos com base nos efeitos inibitérios de altas concentracbes de BAP na taxa de
multiplicacdo de brotos (BAIRU et al., 2008; FLORES et al., 2009; SHIRANI et al., 2010;
MONFORT et al., 2012) e também na morte de explantes por sua toxidez (PARASHARAMI
et al., 2003; KALIA et al., 2007). Contudo, elevadas taxas de sobrevivéncia foram observadas

nessa fase em crambe.
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Tabela 7. Porcentagem de
sobrevivéncia  (%Sobrev.)  de
plantulas de C. abyssinica sob
diferentes concentragdes de BAP
apos 120 dias de cultivo in vitro

BAP (uUM) Médias (%)
0,0 97,50 a
1,0 97,50 a
3,0 92,50 ab
5,0 82,50 b

Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

Para o enraizamento foram escolhidos, além do controle, os brotos dos tratamentos da

interacdo entre BAP e ANA com melhor aspecto morfologico, valores intermediarios para

NBE e 0s que ndo possuiam calos em sua base. Portanto, brotos provenientes dos tratamentos
com 0,0/0,0; 3,0/0,0; 5,0/0,0 e 1,0/0,5 uM BAP/ANA, foram inicialmente tratadas com 0,5
MM ANA por 30 dias (150 dias) e depois com 1,0 uM ANA + 0,1 uM BAP por mais 30 dias
(180 dias). Nessas condicdes, houve baixas taxas de enraizamento e sem diferenga estatistica

(Tabela 8). As maiores taxas de enraizamento foram observadas no controle, 30% com 0,5
UM ANA e 20% com 1,0 uM ANA + 0,1 uM BAP (Figura 1G e H).

Tabela 8. Efeito de 0,5 uM de ANA (150 dias) e 1,0 uM ANA + 0,1 uM BAP (180 dias) no nimero de
brotos por explante (NBE), comprimento médio dos brotos (CMB) (mm), porcentagem de enraizamento
(%Enraiz.) e porcentagem de sobrevivéncia (%Sobrev.), em plantulas de C. abyssinica provenientes do
cultivo in vitro nos tratamentos com BAP e ANA

Tratamentos

0,5 uM ANA (150 dias) 1,0 uM ANA + 0,1 uM BAP (180 dias)

NBE

CMB  %Enraiz. %Sobrev. NBE CMB %Enraiz. %Sobrev.

0,0uM  6,35b
3,0UM BAP 16404

50UM BAP 16,20 a

1,0 uM BAP +

0,5 uM ANA 2852

28,08b 30,00a 100,00 7,96 ¢ 25,61c 20,00a 95,00a
50,05a 25,00a 100,00 1445ab 49,60a 10,00a 100,00 a
39,18ab 10,00a 100,00 13,41b 3551bc 10,00a 95,00a

41,43 a 5,00 a 100,00 18,70a 40,25ab 0,00a 100,00 a

Média Geral 13,65

39,68 17,50 100,00 13,63 37,74 10,00 97,50

CV (%) 16,57

17,76 15,78 - 19,36 19,47 12,96 8,11

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, nédo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.
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Memon et al. (2009) obtiveram 90% de enraizamento em brotos de Brassica campestres
no meio MS suplementado com 1 uM ANA, enquanto apenas 54,4% suplementado com 2,5
UM ANA. Os resultados de Li et al. (2010) com brotos adventicios gerados a partir de
hipocdtilos de C. abyssinica cv. Galactica ndo se aproximaram do presente trabalho, esses
autores relatam que em 0,54 e 0,27 pM de ANA o enraizamento foi de 59 e 67%,
respectivamente, enquanto 0,49 uM AIB e 0,25 pM de AIB tinham frequéncias baixas de
enraizamento de 24 e 18%, respectivamente. Wang e Luo (1998) conseguiram enraizamento
satisfatorio em brotos de crambe gerados a partir de ovario imaturo ap6s 15 dias com meio
MSY2 + 0,28 UM AIB. J& Chhikara et al. (2012) induziram raiz em brotos gerados de calos de
hipocdtilos de crambe com 9,5 uM AIB, sem revelar a eficiéncia deste tratamento. Estes
autores descrevem inicialmente, dificuldades para induzir o desenvolvimento das raizes em
cultura e que isto foi superado pelo cultivo dos brotos em meio contendo GAs3 para o
alongamento antes de sua transferéncia para o meio de inducdo de raizes. Assim,
possivelmente, o longo tempo de cultura, excesso de BAP e o baixo comprimento dos brotos
tornaram o enraizamento ineficiente no presente trabalho.

Esses resultados sugerem a possibilidade de que seja necessaria a adi¢do de algum
cofator de enraizamento para a promocao da rizogénese nos explantes. A adi¢cdo ao meio de
cultura de compostos fenolicos como o floroglucinol e/ou o acido florético (MENDES et al.,
2007), carvao ativado (LONARDO et al., 2013) ou escuro (PAIVA NETO et al., 1998),
antioxidantes (SOUZA; PEREIRA, 2007), conjuntamente com auxinas, poderia aumentar a
porcentagem de enraizamento nos brotos de crambe cultivados in vitro com elevadas
concentragOes de BAP e por um tempo prolongado.

Com relagdo ao NBE e ao CMB aos 150 e 180 dias, os maiores valores estavam nas
plantulas provenientes dos tratamentos com regulador de crescimento, sendo 0s maiores
valores encontrados no tratamento com 3,0/0,0 uM BAP/ANA aos 150 dias (16,40 brotos) e
com 1,0/0,5 uM BAP/ANA aos 180 dias (18,70) (Tabela 8). O CMB foi superior nas
concentracdes de 3,0/0,0 uM BAP/ANA, atingindo 50,05 mm aos 150 dias e 49,60 mm aos
180 dias. Estes resultados demonstram que apesar da retirada do BAP e insercdo apenas de
ANA para induzir o enraizamento, houve uma elevacdo nos valores de NBE e CMB se
comparados com 0s outros tempos de analise. Nota-se, entdo, que existe um efeito residual do
BAP por um periodo prolongado, afetando diretamente a fase de enraizamento. Segundo Paul
et al. (2010) e Qin et al. (2007), utilizar auxinas e citocininas no meio de cultura séo
essenciais para uma eficiente indugéo e formacédo de brotos. Esses mesmos autores utilizaram

apenas BAP e, também, associado com ANA, notando que a maior formacéo de brotos foi
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obtida em meio contendo a combinacdo dos dois. Esse resultado também concorda com Cao e
Earle (2003), em um trabalho com Brassica oleracea var. italica (Brassicaceae). O mesmo foi
observado neste trabalho, em que os maiores valores de brotos e comprimento registrados
foram apos a insercdo de ANA junto ao meio de cultura.

A porcentagem de sobrevivéncia aos 150 e 180 dias continuou elevada, com 100% e
97,50%, respectivamente, independente do tratamento de origem dos brotos, contudo todos
influenciados por regulador de crescimento. As diferentes respostas quanto a necessidade do
uso de reguladores na regeneracgdo in vitro tem sido relatada (TONONA et al., 2001; SILVA
et al., 2005; AHN; CHEN, 2008; PRAMMANEE et al., 2011; CAl et al., 2011), e pode ser
atribuida a fatores como tipo e estado fisiologico do explante (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; SILVA et al., 2008).

Para a aclimatizacdo as plantas com maior nimero de raiz e com melhor aspecto
morfologico, foram selecionadas dentro do tratamento de enraizamento aos 180 dias. Na pré-
aclimatizacdo houve a sobrevivéncia de 81,00% das plantulas (210 dias). Na aclimatizagéo
com substrato comercial o valor caiu para 44,00% (240 dias), e ao serem transferidas para o
solo e casa de vegetacdo todas morreram ap6s 10 dias.

Plantas micropropagadas muitas vezes ndo sobrevivem sem a aclimatizagdo ou, mesmo
sendo realizado esse processo, podem vir a morrer apenas alguns dias apés a transferéncia
para o solo, devido principalmente as condi¢des durante os estagios anteriores de
alongamento e enraizamento (VAN TELGEN et al., 1992; GOKHALE; BANSAL, 2009). A
toxidez causada pelo excesso de reguladores vegetais no meio de cultura, ou pelo prolongado
periodo de tempo em que a cultura permanece exposta a eles, pode provocar alteracdes
genéticas, fisioldgicas e morfoldgicas, resultando na reducdo da taxa de multiplicacdo e no
encurtamento dos caules, o que dificulta a individualizacdo das plantas, o processo de
enraizamento e aclimatizacdo (VICENTE et al., 2009).

O processo de aclimatizacdo, ou seja, a transferéncia da planta do ambiente in vitro para
0 ex vitro, é muitas vezes um passo critico para a sobrevivéncia da planta (APOSTOLO et al.,
2005). Com relacdo ao crambe, poucos protocolos de micropropagacdo descrevem o0 processo
de aclimatizacdo (LI et al., 2010, 2011; CHHIKARA et al., 2012) mas, Palmer e Keller (2011)
s80 0s unicos que relataram 70% de sobrevivéncia na aclimatizacéo, sem, contudo, divulgar a
metodologia. Por isso, protocolos eficientes para aclimatizacdo de plantas regeneradas de
crambe a partir de segmentos apicais SA0 necessarios.

A avaliagdo da estabilidade genética foi realizada nas plantas provenientes dos
tratamentos com 3,0/0,0 uM BAP/ANA e 1,0/0,5 uM BAP/ANA (Figura 2), por estarem com
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melhor aspecto na fase de aclimatizagdo com substrato comercial (210 dias). Todos os 10
regenerados testados foram originados da mesma planta doadora de explante.

Figura 2 - Amplificaces produzidas utilizando primers UBC 810 (A), UBC 827 (B), UBC
834 (C), UBC 841 (D), UBC 849 (E), UBC 855 (F), UBC 857 (G), UBC 859 (H), UBC 864
() e UBC 890 (J). M — Marcador de peso molecular; D - DNA da planta-mée; 1 a 8 - DNA de
plantas regeneradas no tratamento 3 uM BAP; 9-10 - DNA de plantas regeneradas no
tratamento 1 UM BAP + 0,5 uM ANA.

Dos 20 marcadores ISSR utilizados para a analise inicial, apenas 13 primers produziram
bandas visiveis, reprodutiveis e contaveis. Estes 13 primers geraram 91 produtos de
amplificacdo variando de 200 a 1000 pb. O nimero de bandas para cada primer variaram de 1

a 11, com uma média de 7 bandas por primer ISSR. Do total das bandas amplificadas, apenas
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8 foram polimorficas, dando origem, entdo, a 83 monomdrficas para todas as 10 plantas de
crambe regeneradas comparadas com a planta doadora de explante (Tabela 9).

Tabela 9. Lista de diferentes primers UBC utilizados para a detec¢do da estabilidade genética de
plantas regeneradas in vitro de C. abyssinica

UBC A . . »» N°debandas N°debandas Total de bandas
Primer Sequéncia nucleotideos 5'-3 monomarficas polimdrficas amplificadas
UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 3 1 4
UBC 827 ACACACACACACACACG 8 3 11
UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 11 0 11
UBC 841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 4 0 4
UBC 845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 2 0 2
UBC 849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 8 0 8
UBC 855 ACACACACACACACACYT 8 0 8
UBC 857 ACACACACACACACACYG 5 0 5
UBC 859 TGTGTGTGTGTGTGTGRC 7 0 7
UBC 864 ATGATGATGATGATGATG 9 2 11
UBC 879 CTTCACTTCACTTCA 1 0 1
UBC 889 DBDACACACACACACAC 9 0 9
UBC 890 VHVGTGTGTGTGTGTGT 8 2 10
Numero total de bandas produzidas 83 8 91

O padréo de amplificacdo do DNA das plantas de crambe produzidas por cultura de
tecidos é mostrado nos perfis representativos do gel pelos primers UBC 810, 827, 834, 841,
849, 855, 857, 859, 864 e 890 (Figura 2A-J).

Os primers UBC 834 (Figura 2C), 841 (Figura 2D), 845, 849 (Figura 2E), 855 (Figura
2F), 857 (Figura 2G), 859 (Figura 2H), 879 e 889 desmonstraram ser totalmente
monomorficos para a planta doadora e seus regenerados. Ja os primers UBC 810 (Figura 2A),
827 (Figura 2B), 864 (Figura 21) e 890 (Figura 2J) apresentaram polimorfismo em no maximo
3 bandas (Tabela 9). Os primers que apresentaram maior produto de amplificacdo foram o
UBC 827, 834 e 864, sendo o UBC 834 totalmente monomorfico.

O perfil de bandas obtidas entre a progénie e os regenerados demonstrou elevada
uniformidade nos dois tratamentos aqui testados na micropropagacéo de crambe, sugerindo
um elevado grau de fidelidade genética. Esses resultados confirmam que as plantas de crambe

micropropagadas utilizando segmentos apicais como explante mantém a estabilidade genética,
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mesmo depois de um prolongado periodo de 210 dias (8 subcultivos) e sob efeito de
reguladores de crescimento, como BAP e ANA, além das estressantes condi¢Ges do cultivo in
vitro.

O uso de segmentos apicais ou nodais na micropropagacdo é um dos mais importantes
métodos e tem sido empregado com sucesso em muitos cultivos de plantas (SHARMA et al.,
2011; ZOGHLAMI et al., 2012), devido a sua simplicidade, seu baixo risco de instabilidade
genética, e sua alta taxa de propagacdo (EL SAWY, 2007; RAY; BHATTACHARYA, 2010;
DAS et al., 2010; SINGH et al., 2012). Embora as transferéncias e a longa duracao in vitro
sejam conhecidas por induzir variagdes somaclonais (RANI; RAINA, 2000), poucos séo 0s
dados moleculares sobre o efeito do nimero de subcultivos na estabilidade do material vegetal
micropropagado (BORSE et al., 2011).

A cultura in vitro pode induzir a perda dos controles celulares causando assim as
variagdes somaclonais (MIGUEL; MARUM, 2011; PATHAK; DHAWAN, 2012). As raz0es
para ocorréncia de variagdes somaclonais ainda ndo estdo bem esclarecidas, embora fatores
como tempo de cultivo (MINANO et al., 2009), nimero de subcultivos (HAMAD; TAHA,
2008; BORSE et al., 2011; SHARMA et al., 2011), fitorreguladores (BAIRU et al., 2006;
BISWAS et al., 2009), tipo de explante (CHUANG et al., 2009), passagem pela fase indireta
de calo (PEREDO et al., 2006), genédtipo (KHAN et al., 2009), composi¢cdo do meio de
cultura (LUTTS et al., 1998) e o nivel de ploidia e mosaicismo (NAKANO et al., 2006),
sejam considerados agentes capazes de induzir essa variabilidade in vitro.

Os possiveis mecanismos envolvidos incluem mutacfes cromossémicas e pontuais,
recombinacdo somatica, trocas de cromatides irmas, rearranjos genéticos somaticos, atividade
de elementos transponiveis, repeticdes em tandem, instabilidade de sequéncias, bem como
processos epigenéticos, tais como a metilacdo do DNA (PHILLIPS et al., 1994; MOHAN,
2001; GHEORGHE et al., 2009; MIGUEL; MARUM, 2011; PATHAK; DHAWAN, 2012).

A cultura de tecidos em crambe tem sido utilizada para propagar (LI et al., 2011;
PALMER; KELLER, 2011), melhorar geneticamente (LI et al., 2013; CHHIKARA et al.,
2012; LI et al., 2010), além de identificar e utilizar alguns dos seus genes para 0
melhoramento de outras espécies (WANG; LUO, 1998; WANG et al., 2003; WANG et al.,
2004; WANG et al., 2006; MIETKIEWSKA et al., 2007). Na literatura, o uso de marcadores
moleculares em crambe limita-se ao estudo da diversidade genética (WARWICK; GUGEL,
2003; LARA-FIOREZEA et al.,, 2013), identificacdo e caracterizagdo de transformantes
genéticos (LI et al., 2013; CHHIKARA et al., 2012; LI et al., 2010; XU et al., 2010; WANG
et al., 2006; WANG et al., 2004; WANG et al., 1998) e para identificacdo de genes de
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interesse (CHENG et al., 2013; ZULFIQAR et al., 2011; PAULOSE et al., 2010;
MIETKIEWSKA et al., 2007). Deve-se destacar que até o presente momento nao existem
relatos sobre a avaliacdo da estabilidade genética, utilizando marcadores moleculares de
DNA, em plantas de crambe regeneradas por cultivo in vitro.

Os primers ISSRs tém sido utilizados para detectar variagdes somaclonais em plantas
micropropagadas (SINGH et al., 2013; MUTHIAH et al.,, 2013; VERMA et al., 2013;
PATHAK; DHAWAN, 2012; BHATIA et al., 2009; BOPANA; SAXENA, 2009; HUANG et
al., 2009; JOSHI; DHAWAN, 2007) e para o estudo da diversidade genética entre as
cultivares e germoplasma (SHEIDAI et al., 2014; LIU, Y. et al., 2013; LIU, F. et al., 2013;
WANG et al., 2013).

Com relacdo a estabilidade genética em regenerantes da familia Brassicaceae, Leroy et
al. (2001), usando ISSR, em Brassica oleracea var. botrytis, ndo encontraram polimorfismo
entre os diferentes regenerantes originados a partir de embrifes somaticos derivados de
hipoc6tilo. No entanto, esses mesmos autores, observaram que em 224 calos dessa espécie,
apenas seis apresentaram estabilidade genética. Qin et al. (2007) estabeleceram a
embriogénese somatica em B. oleracea var. italica e ap0s analise da estabilidade genética dos
regenerantes com marcador molecular de DNA do tipo RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), identificando 79 bandas polimorficas a partir de 20 primers, resultado
que, segundo os autores, demonstrou a estabilidade genética dos regenerantes. Thakur et al.
(2013), inicialmente com 25 primers RAPD, selecionaram 15 primers, com um total de 72
bandas, que mostraram uma completa uniformidade genética da planta mde com o0s
regenerados por meio de peciolo foliar de B. juncea var. NRCDR-2.

Modgil et al. (2005) relataram que a longa duracdo de culturas in vitro é um dos
principais fatores que causam a varia¢do somaclonal. No entanto, em nosso estudo, a duracao
da cultura por 210 dias foi considerada adequada para a obtencdo de plantas regeneradas

geneticamente uniformes as plantas doadoras de explante de C. abyssinica.

4- CONCLUSOES

O segmento apical € um explante para a micropropagacdo confidvel para a
multiplicacdo de plantas true-to-tipe. A pequena variagdo genética detectada pode ser devido

ao periodo de incubagdo de 210 dias, sucessivas trocas de meio e reguladores de crescimento,
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induzindo variac6es e/ou mutagdes. Em todos os primers testados, 91,2% das bandas foram
monomorfica, demonstrando estabilidade genética de C. abyssinca cv. FMS brilhate.

Este trabalho estabelece um protocolo para micropropagacdo de crambe por meio de
segmentos apicais como explante, além de manter a estabilidade genética verificada
utilizando marcadores ISSR. Esse protocolo de micropropagacdo padronizado pode ser
utilizado, com uma possibilidade minima de que qualquer variabilidade seja induzida no
processo in vitro. Existe a necessidade de se aprimorar o processo de enraizamento e
aclimatizacdo de plantas de crambe, a fim de tornar esse protocolo passivel de aplicacédo

comercial.
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Anatomia foliar de Crambe abyssinica Hochst cultivadas in vivo, in vitro e durante a

aclimatizacao

RESUMO

Crambe abyssinica é uma planta valiosa para alimentacéo animal, aplicacdo industrial e
farmacéutica, producdo de biodiesel, fabricacdo de revestimentos, detergentes, produtos de
deslizamento, cosméticos, lubrificantes e nylon. Este estudo objetivou caracterizar e avaliar
possiveis modificacfes na anatomia das folhas de crambe no ambiente in vivo, in vitro e
durante a aclimatizagdo. Também foi avaliada a anatomia das folhas durante o processo de
inducdo de brotos a partir do protocolo de micropropagacao. Os resultados da comparacdo das
folhas in vivo, in vitro e durante a aclimatizacdo, indicou que ndo houve diferenca estatistica
quanto a espessura do limbo, mesofilo foliar, parénquima palicadico e esponjoso, e nervura
central. Houve diferenca significativa nas faces adaxial e abaxial da epiderme, sendo os
valores superiores encontrados na condicdo in vivo. A area do feixe vascular foi superior e
significativamente diferente na condicao in vitro. Com relacdo a comparacdo da anatomia das
folhas durante o processo de indugédo de brotos, em meio MS com diferentes citocininas e
diferentes concentragdes, foi observado que aos 30 dias apenas a face adaxial da epiderme e 0
parénquima palicadico apresentaram diferencas significativas com relacdo as concentracdes
testadas, independente do tipo de citocinina empregada. Aos 120 dias, as visualizagdes
anatdmicas realizadas nos mesofilos demonstraram que ndo existe diferenca acentuada entre
as citocininas a 5 uM. No entanto, a 10 uM a CIN é superior as demais citocininas. Portanto,
as diversas fontes de citocininas e concentragdes utilizadas neste trabalho ndo promoveram
mudancas acentuadas, no sentido de alterar a organizacdo e/ou a espessura em relacdo ao
controle, e que, as alteracbes observadas na estrutura e espessura das folhas dos tratamentos

de aclimatizacdo prejudicaram o processo de estabelecimento da plantula ex vitro.

Palavras-chave: oleaginosa, micropropagacdo, mesofilo, histologia foliar, anatomia vegetal.
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ABSTRACT

Leaf anatomy of Crambe abyssinica Hochst grown in vivo, in vitro and during

acclimatization

Crambe abyssinica is a valuable plant for animal feed, pharmaceutical and industrial
application, production of biodiesel, manufacture of coatings, detergents, slip, cosmetics,
lubricants and nylon. The present study aimed to characterize and evaluate possible changes
in the anatomy of the leaves of crambe in the ambience in vivo, in vitro and during
acclimatization. The anatomy of the leaves during the process of induction of shoots from
micropropagation protocol was also evaluated. The results of the comparison of leaves in
vivo, in vitro and during acclimatization, indicated that there was no statistical difference
between the thickness of the leaf blade, mesophyll, palisade and spongy parenchyma, and
midrib. There was a significant difference in the adaxial and abaxial epidermis, with higher
values found in the in vivo condition. The area of vascular bundle was higher and significantly
different in in vitro condition. The comparison of the anatomy of leaves during the induction
of shoots on MS medium with different cytokinins and different concentrations was observed
that at 30 days only adaxial epidermis and palisade parenchyma showed significant
differences with respect to the concentrations tested, independently the type of cytokinin used.
After 120 days the anatomical views held in mesophyll shown no marked difference between
cytokinins to 5 uM. However, 10 uM of CIN is superior to other cytokines. Therefore, the
different sources of cytokinins and concentrations used in this study did not cause marked
changes in order to change the organization and/or thickness compared to control, and that
changes in the structure and thickness of the leaves of treatments acclimatization hampered

the process of establishing the ex vitro seedlings.

Key words: oilseed, micropropagation, mesophyll, leaf histology, plant anatomy.
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1- INTRODUCAO

Crambe abyssinica é uma planta pertencente a familia Brassicaceae, sendo a espécie
mais importante economicamente desse Geénero com 34 representantes (MULDER;
MASTEBROEK, 1996; WANG et al., 2004). Suas sementes contém 45-50% de proteina
bruta, até 35% de 0leo, e este com 55-60% de &cido erucico (MULDER; MASTEBROEK,
1996; PALMER; KELLER, 2011). Tais caracteristicas a tornam altamente valiosa para
alimentacdo animal, aplicacdo industrial e farmacéutica, para a producdo de biodiesel,
fabricacdo de revestimentos, detergentes, produtos de deslizamento, cosméticos, lubrificantes
e nylon (COOKE; KONSTANT, 1991; BONDIOLI et al., 1998; MASSOURA et al., 1998;
VARGAS-LOPEZ et al., 1999; CAPELLE; TITTONEL, 1999; PALMER; KELLER, 2011).

O melhoramento genético de espécies como C. abyssinica, com o objetivo de aumentar
a produgdo de 6leo ou alterar algum composto de interesse, tem sido bastante utilizado
(WANG; PENG, 1998; MURPHY, 1999; WANG et al., 2003; WANG et al., 2004; LI et al.,
2010). No entanto, para que o melhoramento genético seja bem sucedido, etapas
biotecnologicas prévias devem ser concluidas com eficiéncia. Para crambe, a falta de
protocolos adequados para a micropropagacao e a necessidade de material vegetal em grande
quantidade tem dificultado o desenvolvimento de plantas transgénicas (GAO et al., 1998; LI
et al., 2010), principalmente devido a baixa sobrevivéncia na fase final que é a aclimatizacao
(PREECE; SUTTER, 1991).

O processo de aclimatizacdo, ou seja, a transferéncia da planta do ambiente in vitro para
0 ex vitro, é muitas vezes um passo critico para a sobrevivéncia da plantula (APOSTOLO et
al., 2005). Existem grandes diferengas entre os ambientes in vitro e ex vitro, tais como,
iluminacdo (intensidade e qualidade), umidade relativa, nutrientes, substrato e concentracdo
gasosa (SEELYE et al., 2003). No ambiente in vitro existe baixa intensidade luminosa, alta
umidade, presenca de acUcar e reguladores de crescimento no substrato, e baixa troca gasosa,
com falta de CO. e excesso de etileno (KADLECEK et al., 2001). Esses fatores induzem
disturbios no crescimento, desenvolvimento e morfologia, envolvendo altera¢cdes anatbmicas
e fisioldgicas na planta (KOZAI, 1991).

O principal transtorno fisioldgico, quando as plantulas sdo submetidas ao ambiente ex
vitro, esta relacionado ao excesso de perda de agua, devido ao funcionamento inadequado dos
estdmatos, a deficiéncia de cera e cuticula na folha, e a um sistema radicular ndo funcional
(MAJADA et al., 1998; ZOBAYED et al., 2001; APOSTOLO et al., 2005; MATHUR et al.,
2008; CHANDRA et al., 2010). As anormalidades anatbmicas podem ser provenientes do
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excesso de reguladores de crescimento presentes no meio de cultura (HRONKOVA et al.,
2003).

Apesar das abundantes pesquisas comparando as caracteristicas estruturais de plantas in
vitro e in vivo (BARBOZA et al., 2006; DOUSSEAU et al., 2008; MAYER et al., 2008;
FERMINO JUNIOR; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2009; BRAGA et al., 2011), existem
poucos estudos sobre essas caracteristicas durante o processo de inducdo de brotos nas
sucessivas fases da micropropagacdo (APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 1999; APOSTOLO
et al., 2005; HAZARIKA, 2006).

Além disso, poucos protocolos de micropropagacao citam as etapas para aclimatizacao
do crambe (LI et al., 2010, 2011; CHHIKARA et al., 2012), pois descrevem de forma
incompleta, ndo permitindo sua repetibilidade. Palmer e Keller (2011) sdo os unicos que
relataram 70% de sobrevivéncia nessa fase, sem, contudo, divulgar a metodologia empregada.
Ainda ndo existem estudos anatémicos sobre C. abyssinica disponiveis na literatura
especifica.

O presente estudo objetivou caracterizar e avaliar possiveis modificacbes na anatomia
das folhas de C. abyssinica no ambiente in vivo, in vitro e durante a aclimatizacdo. Também
foram avaliadas a anatomia das folhas e a morfologia das plantulas durante o processo de
inducdo de brotos provenientes de protocolo de micropropagacéo.

2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Centro de Ciéncias Agréarias e no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de
Ciéncias Biologicas, ambos da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram utilizadas
sementes de C. abyssinica Hochst cv. FMS brilhante, safra de 2012, obtidas com a Fundacdo
MS, localizada em Maracaju, Mato Grosso do Sul-BR.

Experimento 01
As caracteristicas anatdmicas das folhas de crambe foram avaliadas em plantulas
cultivadas in vivo, in vitro e em pléantulas durante a aclimatizagdo. Este experimento foi

conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro tratamentos
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constituidos por folhas de plantas in vivo, in vitro e aclimatizacdo 01 e 02, com cinco
repeticBes, sendo a repeti¢do constituida por uma folha.

As plantulas do tratamento in vivo foram produzidas pela germinacdo de sementes em
vasos com latossolo vermelho-amarelo distrofico corrigido com calcario, os quais foram
mantidos em casa de vegetacdo a uma temperatura média de 29 °C. Transcorrido 30 dias,
nessas condigdes, retiraram-se as folhas para as analises anatdmicas.

No tratamento in vitro, as sementes de crambe foram inicialmente lavadas em &agua
corrente com detergente neutro. Feito isso, as sementes foram transferidas para condicGes
assépticas na camara de fluxo laminar. Em seguida, as mesmas foram desinfestadas por
imersdo em solugéo de antibidtico contendo Penicilina (10 mg L) e Rifampicina (10 mg L)
por 30 minutos (min), seguido por alcool 70% por 1 min, hipoclorito de sédio comercial 50%
(cloro ativo: 2-2,5%) por 30 min, e lavadas trés vezes em agua destilada autoclavada. O meio
de cultura utilizado foi 0 MS% (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 15 g L™
de sacarose, 7 g L™! de 4gar e o pH do meio ajustado para 5,8 e, em seguida, autoclavado a 1,1
atm, 121 °C, por 20 min. As sementes foram inoculadas em tubos de ensaios de 25x150 mm,
contendo 10 mL do meio, e incubadas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/escuro), sob lampadas fluorescentes fornecendo 25,2 umoL m? s de fluxos de fotons
fotossintéticos, e temperatura de 25+1 °C. Apos 30 dias em sala de crescimento, folhas foram
coletadas para analises.

As plantas utilizadas para a aclimatizacdo foram provenientes de um processo de
micropropagacdo durante 120 dias (experimento 02). Apos esse periodo, o primeiro processo
de aclimatizacg&o foi transferir do tubo de ensaio para frascos maiores (80x150 mm) fechados
com meio de cultura MSY4, com 7,5 g L™t de agar, sem adicdo de sacarose e mantidas nas
condicdes de sala de crescimento descritas no tratamento in vitro. A avaliacdo e a retirada de
folhas foram efetuadas ap6s 30 dias nestas condi¢des (Aclimatizacdo 1). O segundo passo da
aclimatizacdo foi manter as plantulas nos frascos fechados com substrato comercial
autoclavado (Vivato Slim®), nutridas com solugdo de MS sem sacarose, e mantidas em local
com luz e temperatura ambiente. As avaliagdes e a retirada de folhas foram efetuadas apds 30
dias nestas condigdes (Aclimatizacdo 2). Apos essa etapa, as plantas foram transferidas para
copos de plastico (180 ml), com o mesmo solo e condi¢cbes de casa de vegetacdo descritas
para o tratamento in vivo. O solo foi autoclavado e nutrido com solugdo de macro e
micronutrientes do meio MS, sendo irrigado sempre que necessario, para manter a umidade.
Contudo, apos 10 dias, as plantas ndo sobreviveram a esta condi¢do, sem a possibilidade de

uma nova avaliacdo.
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Experimento 02

Neste experimento, além das caracteristicas anatémicas das folhas, também foram
avaliadas as caracteristicas morfologicas das plantulas de crambe durante a fase de brotagdo
da micropropagacdo. Os brotos foram induzidos com as citocininas 6-benzilaminopurina
(BAP), cinetina (CIN) e thidiazuron (TDZ), durante 120 dias de cultivo.

As sementes de crambe foram germinadas nas mesmas condigdes descritas para o
experimento 01. Apos 30 dias, 0s segmentos apicais, das plantulas normais obtidas, foram
retirados e utilizados como explantes no processo de inducdo e subcultivos de brotos. O
experimento foi conduzido em esquema fatorial 3x3, tendo no fator citocinina trés niveis
(BAP, CIN e TDZ), e no fator concentragdo trés niveis (0, 5 e 10 uM), em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, sendo a repeticdo constituida por dez tubos de
ensaio de 25x150 mm com um explantes cada, e 10 mL de meio de cultura.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS, suplementado com 30 g L de sacarose, 0,5 mg
L1 de nitrato de prata (AgNOs) (LI et al., 2010), 7,0 g L de &gar, e o pH aferido para 5,8. Os
tubos foram autoclavados e acondicionadas nas condicdes de sala de crescimento ja descritas.
As avaliacbes morfoldgicas quanto ao numero de brotos por explante (NBE), comprimento
médio dos brotos (CMB) e porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) foram realizadas nos
tempos 30, 60, 90 e 120 dias. A retirada de folhas por tratamento para as analises anatdmicas
foram realizadas nos tempos 30 e 120 dias.

Anélise Anatdmica

As andlises anatdmicas foram realizadas em cinco folhas mais desenvolvidas de cada
tratamento, sendo analisadas na regido da nervura central e area internervural. As amostras
foram fixadas em FAAso (JOHANSEN, 1940), por 48 horas, estocadas em alcool etilico a
70%, e, posteriormente, submetidas a desidratacdo em série etilica crescente (70%, 90%, 95%
e 100%) e incluidas em hidroxietilmetacrilato (Leica®, Alemanha). Os blocos foram cortados
transversalmente com auxilio de micrétomo rotativo, com espessura variando de 8 a 10 um.
Os cortes foram corados com azul de toluidina a 0,05% em tampdo acetato, pH 4,3
(O'BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964) e montados entre lamina e laminula em resina
sintética Entellan®. Foram realizadas medi¢fes das espessuras do limbo, mesofilo, face
adaxial e abaxial da epiderme, parénquima palicadico, parénquima esponjoso e regido da
nervura central. Foi mensurada também a area de tecido vascular da nervura central. As

observagdes e mensuracgdes foram realizadas em microscopio Nikon E200 com camera digital
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acoplada, conectado a um computador com o software Tsview® (China). A
fotodocumentacgéo foi feita em fotomicroscopio Nikon 50i (Nikon, Japdo). O delineamento
para as avaliacGes anatdmicas foi inteiramente casualizado, composto por cinco repeticdes por
tratamento, sendo a repeticdo constituida por uma folha e cada repeticdo constituida pela

média de trés laminas com oito cortes cada.

Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, depois de verificadas a
normalidade e homogeneidade. Depois de verificada a significancia dos tratamentos, foi
aplicado o teste de média de Tukey, adotando-se 1 e 5% de probabilidade pelo software
Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2009). A analise de regressao em funcéo das citocininas e dos
tempos de andlise foram realizadas com o software Sigma Plot 10.0 (2006). Contudo,
nenhuma das variaveis avaliadas se ajustou ao modelo linear, com base na significancia dos
coeficientes de regressdo e coeficiente de determinacio (R?), adotando-se 5% de
probabilidade pelo teste F, levando também em consideracdo o fenbmeno bioldgico em
estudo. Por esse motivo, o teste de média de Tukey foi também empregado no fator
quantitativo para embasar a discusséo do trabalho.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Descri¢cdao Anatémica Geral

A folha de Crambe abyssinica € anfiestomatica, com epiderme unisseriada constituida
por células de formato e tamanhos variados, recoberta com cuticula delgada. Tricomas
glandulares e tectores ocorrem esparsos em ambas as faces da epiderme (dados ndo
apresentados). O mesofilo é dorsiventral, formado por uma a duas camadas celulares de
parénquima palicadico e parénquima esponjoso com trés a quatro camadas de células. Feixes
vasculares do tipo colateral, de pequeno porte, ocorrem ao longo do mesofilo. A nervura
central, em seccdo transversal, mostra-se concavo-convexa, com epiderme formada por
células arredondadas. O sistema vascular € predominantemente formado por um Unico feixe
vascular colateral (Figura 1).

A anatomia foliar de C. abyssinica & semelhante aquela descrita para outros

representantes de Brassicaceae, tais como Brassica napus L. (colza), Brassica gravinae Ten.,
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Brassica rapa L. (nabo), Raphanus sativus L. (rabanete), Diplotaxis tenuifolia (UENO, 2011)
e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (BOEGER; POULSON, 2006), esta ultima com a
diferenca de apresentar o mesofilo sem diferenciacdo entre parénquima palicadico e

esponjoso.

Experimento 01

Comparando-se a anatomia do limbo de plantas cultivadas in vivo, in vitro, como
durante a aclimatizacdo, verificou-se que as folhas submetidas a aclimatizagdo 01 e 02
apresentaram epiderme com células com aspecto desidratadas (Figuras 1C, D, G e H). Tal fato
deve-se provavelmente a mudanca de umidade ocasionada pela troca do tubo de ensaio para
frascos maiores. Segundo Seelye et al. (2003), a perda de agua pelas células recentemente
transferidas da condicdo in vitro € um sintoma precoce de adaptacdo inadequada da planta a
esta nova condigéo.

As plantulas cultivadas in vitro demonstraram auséncia (ou deposicdo reduzida) de
cuticula, em ambas as superficies, em compara¢do com as cultivadas in vivo e durante a
aclimatizagdo (Figuras 1A e B). A auséncia ou reducdo na camada de cuticula em folhas de
plantulas cultivadas sob condicGes in vitro esta, aparentemente, relacionada com a alta
umidade dentro do tubo de ensaio (BATAGIN-PIOTTO et al., 2012) e a menor intensidade de
luz (CALVETE et al., 2002). E importante salientar que a cuticula é extremamente importante
para o processo de aclimatizacdo das plantulas, uma vez que ajuda a controlar a transpiracao e
as perdas passivas de agua (TAIZ; ZEIGER, 2006).

O parénquima palicadico no tratamento in vivo e in vitro foi, em geral, constituido por
uma camada de células, mas em alguns pontos encontravam-se duas camadas celulares. Sendo
que as células desta regido se apresentavam mais alongadas na condicdo in vivo e mais
justapostas in vitro (Figuras 1A e B), possivelmente devido a baixa intensidade luminosa que
ocasionou um investimento maior no nimero de células in vitro. Porto et al. (2014),
trabalhando com Tabebuia roseoalba (ipé branco - Bignoniaceae), relataram que as plantas in
vivo apresentavam parénquima palicadico mais alongado e justaposto que na condigdo in
vitro. Segundo Lee et al. (2000), células palicadicas mais alongadas constituem uma
adaptacdo das plantas a alta intensidade luminosa, o que explica as folhas in vivo

apresentarem maiores valores que as folhas in vitro.
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O parénquima esponjoso das plantulas cultivadas in vivo apresentou de 4 a 5 camadas
de células e espacos intercelulares maiores que in vitro, observando de 3 a 4 camadas de
células (Figuras 1A e B).

Na aclimatizacdo (testes 01 e 02) os parénquimas demonstraram perda de células e
desarranjo de sua estrutura nos diferentes substratos (Figuras 1C, D, G e H). O estresse
hidrico das plantas é geralmente o maior problema durante o processo de aclimatizagdo. Uma
planta, embora aparentemente perfeita in vitro, apresenta alteracoes e deficiéncias anatdmicas
que dificultam o controle da transpiracao, induzindo a uma rapida perda de agua (BARBOZA
et al., 2006).

Na nervura central da regido mediana do limbo foliar, o sistema vascular foi constituido
normalmente por um feixe vascular cilindrico, podendo apresentar mais de um (Figuras 1E-
H).

Figura 1 — Seccdo transversal do mesofilo (A-D) e da nervura central (E-H) de folhas de C.

abyssinica in vivo (30 dias) (A e E), in vitro (30 dias) (B e F) e durante a aclimatizagéo 01 (30
dias) (C e G) e 02 (60 dias) (D e H). pp - parénquima pali¢adico; pe - parénquima esponjoso;
tc - tecido vascular. Barra (—) = 100 pm.

De acordo com a porcentagem de sobrevivéncia antes da aclimatizacéo (testes 01 e 02),
ou seja, ap6s 120 dias de cultivo in vitro, as plantulas de crambe apresentaram em média
99,1% de sobrevivéncia. As plantulas transferidas para o tratamento 01, apos 30 dias nestas
condic@es, apresentaram uma taxa de sobrevivéncia média de 93,3%, e no teste 02, por mais
30 dias, apresentaram melhores taxas de sobrevivéncia, atingindo 100%. No entanto, ap6s
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serem transferidas para copos plésticos transparentes com solo e levadas para casa de
vegetacdo, ndo houve sobrevivéncia apds 10 dias nessas condigdes.

Chirinéa et al. (2012), trabalhando com plantas de Ficus carica cv. “Roxo de Valinhos”
(figueira comum — Moraceae), obtiveram bons resultados com uma pré-aclimatizacéo in vitro,
assim como foi executado neste trabalho com crambe. Esses autores obtiveram 95% de
sobrevivéncia com substrato comercial em casa de vegetacdo apds terem realizado uma pré-
aclimatizacdo por 60 dias com meio WPM sem reguladores de crescimento. Pereira e Fortes
(2001), seguindo o mesmo procedimento de pré-aclimatizacdo, obtiveram resultados positivos
em macieira “M.1117 e “Marubakaido” (Rosaceae), com uma média de 90% de taxa de
sobrevivéncia para os tratamentos mantidos durante 12, 15, 21 e 30 dias sob condicdes in
vitro.

Apesar da taxa de sobrevivéncia nula ap0s a transferéncia para solo e casa de vegetacao,
0s melhores resultados obtidos com substrato comercial sdo devidos, provavelmente, ao fato
deste conter a quantidade apropriada de nutrientes para o desenvolvimento das plantulas, o
que apesar de todos os cuidados ndo foi adequado no solo.

Na Tabela 1 esta representada a comparacdo entre as caracteristicas anatdmicas
avaliadas nas folhas de crambe. Observa-se que ndo houve diferenca estatistica quanto a
espessura do limbo e do mesofilo foliar, sendo os maiores valores em plantas estabelecidas
nas condicdes in vivo (176,49 e 136,01 um, respectivamente). Em relacdo as espessuras nos
tecidos do mesofilo, ndo houve diferencas significativas no parénquima palicadico e no
esponjoso. A espessura do parénquima palicadico foi maior nas folhas cultivadas in vivo

(62,92 um) e no parénquima esponjoso o maior valor foi na aclimatizacéo 01 (84,49 um).



161

Tabela 1. Espessura média (um) do limbo, mesofilo, face adaxial e abaxial da epiderme, parénquima
palicadico e esponjoso, nervura central e area do feixe vascular (um?) de folhas de C. abyssinica,
obtidas pela germinacéo in vivo (30 dias), in vitro (30 dias) e durante a aclimatizacdo 01 (30 dias) e 02
(60 dias)

Face Face Parénquima Parénquima Nervura Feixe

Tratamentos Limbo Mesofilo . ) L .
adaxial abaxial palicadico esponjoso  central vascular

Invivo 176,49a 136,01a 21,05a 16,40a 62,92a 72,56a  282,27ab 4490,24 b
InVitro 155,04a 121,81a 1599b 14,77a 4743a 75,81 a 414,44a 20066,43 a
Aclim. 01 146,14a 12421a 11,77c 10,65b 43,38a 84,49 a 251,71b 9387,69 b
Aclim. 02 147,28a 122,08a 14,50bc 11,13b 50,66 a 76,38a  267,20ab 8900,00 b

Média

Geral 156,24 126,03 15,83 13,24 51,10 77,31 303,91 10711,09

CV (%) 13,38 14,76 12,61 13,97 22,60 17,10 29,35 49.52

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Resultados semelhantes foram relatados por Batagin-Piotto et al. (2012), trabalhando
com Bactris gasipaes (Arecaceae). Os dados encontrados também concordam com outros
estudos sobre aclimatizacdo de plantas micropropagadas, como Fragaria ananassa Duch.
(Rosaceae) (CALVETE et al., 2002) e Quercus suber L. (Fagaceae) (ROMANO; MARTINS-
LOUCADO, 2003), que relataram menor diferenciacdo do mesofilo, espessura dos parénquimas
palicadico e esponjoso, além de espacos intercelulares menores, que sdo modificacbes
frequentemente observadas em folhas de plantas in vitro, quando comparadas com plantas in
vivo. Romano e Martins-Loucao (2003), também trabalhando com um hibrido de eucalipto
(Eucalyptus grandis W. Hill ex. Maiden x E. urophylla S.T. Blake), encontraram resultados
semelhantes ao deste trabalho, ocorrendo aumento na diferenciacdo e na espessura dos tecidos
com a aclimatizacao.

Nas faces adaxial e abaxial da epiderme (Tabela 1), houve diferenga significativa
quanto a sua espessura. Novamente valores superiores foram encontrados na condicao in vivo.
Na face adaxial, o valor nesta condi¢cdo (21,05 um) foi estatisticamente superior, seguida do
tratamento in vitro (15,99 um). Ja na face abaxial, o valor da condicdo in vivo foi de 16,40
MM, seguido mais uma vez da condi¢do in vitro (14,77 um), sem, contudo, diferenciar
estatisticamente.

Com relacdo a nervura central, sua espessura foi maior na condicdo in vitro (414,44
pm), sem diferenciar significativamente da condicdo in vivo (282,27 um) e aclimatizagéo 02
(267,20 pm) (Tabela 1). De acordo com Alves e Angyalossy-Alfonso (2000), os fatores

ambientais afetam as dimens@es e até mesmo o arranjo dos elementos vasculares, na tentativa
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de garantir um aumento na seguranca do transporte, quando a planta esta sujeita a algum tipo
de estresse.

A area do feixe vascular foi superior e significativamente diferente na condicéo in vitro
(20066,43 pum?) (Tabela 1). Destaca-se que, apesar de ndo ter sido observado diferenca
estatistica, os valores encontrados no material aclimatizado (testes 01 e 02) sdo extremamente
superiores ao da condicg&o in vivo, 0 que demonstra uma tentativa de superar algum tipo de
estresse, quer seja hidrico ou nutricional. Outro fator importante é que no tratamento in vivo a
presenca de mais de um feixe vascular na nervura central ndo foi tdo frequente quanto nas
condic@es in vitro e durante a aclimatizagdo, o que também explica valores superiores nessas
condicBes. Ao contrario do observado para crambe, os feixes vasculares das plantas cultivadas
in vitro e aclimatizadas foram mais reduzidos que o da planta in vivo em folhas de Rollinia
mucosa (Annonaceae), nas quais o sistema vascular apresentou um reduzido numero de
elementos condutores (ALBARELLO et al., 2001). A reducdo do tecido vascular,
especialmente o xilema, é uma caracteristica tipica de plantas de ambientes tmidos (MAYER
et al., 2008), como é o caso do ambiente in vitro. Constatou-se que as folhas de crambe
tiveram seus maiores valores com relacdo a area do feixe vascular nas condicgdes in vitro e
aclimatizacdo.

Diversos estudos histologicos demonstraram que 0s 6rgdos vegetativos de plantas
desenvolvidas in vitro apresentam tecidos e estruturas pouco diferenciadas se comparados
com plantas cultivadas em casa de vegetacdo (APOSTOLO et al., 2005; LOURO et al., 2003).
Na anatomia foliar das plantas de crambe cultivadas in vivo e in vitro, observou-se haver
pouca diferenca entre suas estruturas, embora o niamero de células do mesofilo seja maior no
ambiente in vitro.

O conhecimento das alteracdes morfologicas de plantas desenvolvidas in vitro, é
fundamental para o estabelecimento de protocolos eficazes a sobrevivéncia de plantas
oriundas de ambientes controlados para as condigdes naturais (DOUSSEAU et al., 2008).
Devido a esse motivo, buscou-se realizar o experimento 2 a fim de conhecer as diferencas
anatdmicas entre pléntulas de crambe no processo de micropropagacdo sob o efeito de

diferentes citocininas e concentracOes testadas em um ambiente in vitro.

Experimento 02
A porcentagem de sobrevivéncia das plantulas oriundas dos quatro subcultivos nédo

diferiu estatisticamente entre os tratamentos, variando de 100% nos tempos de avaliacdo 30,
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60 e 120 dias, e de 96,66% aos 90 dias. Esses resultados discordam daqueles obtidos por
Pennell (1987), o qual relata que, quanto maior o numero de subcultivos na micropropagacéo,
menor sera a taxa de sobrevivéncia. Pode-se destacar, com esse resultado, que a utilizacdo de
segmentos apicais obtidos de plantulas germinadas in vitro, em crescimento ativo, é preferivel
para o estabelecimento de um processo de micropropagagdo, visto que os explantes
apresentam altissimas taxas de sobrevivéncia com o passar dos subcultivos. A oxidag&o,
contaminacdo e, porventura, a morte do explante, sdo problemas para o estabelecimento in
vitro de algumas espécies em funcéo de suas caracteristicas peculiares (SATO et al., 2001).

A inducdo de brotos em crambe foi mais influenciada significativamente pelas
concentracgdes testadas do que propriamente pelos tipos de citocininas utilizadas. O resumo da
analise de variancia para numero de brotos por explante (NBE) e comprimento médio dos
brotos (CMB) ap06s 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo in vitro estd na Tabela 2. Para o NBE, esta
andlise ndo demonstrou significancia nas interacdes entre os fatores citocinina e concentracdo,
em todos os tempos de avaliagdo. No fator citocinina, apenas aos 30 dias de cultivo foi
encontrada significancia (Tabela 3). Para o fator concentracdo, a significancia foi encontrada
aos 60, 90 e 120 dias (Tabela 4).

Na Tabela 2, verificou-se também que o CMB acompanhou a tendéncia do NBE, em
que as concentracgdes testadas influenciaram mais que os tipos de citocininas. Com relagéo ao
fator concentragdo, este apresentou significancia aos 30, 60 e 90 dias (Tabela 5). Houve
interacdo significativa entre os fatores testados apenas aos 120 dias (Tabela 6).

Para as variaveis morfoldgicas avaliadas em crambe, nota-se que houve pouca diferenca
entre as citocininas BAP, CIN e TDZ, influenciando de modo semelhante o desenvolvimento
de novos brotos e seu crescimento. As diferengcas no fator concentragdo mostram a
necessidade da citocinina no meio de cultura nas concentracdes testadas para estimular a

brotacdo em segmentos apicais de crambe.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para numero de brotos por explante (NBE) e
comprimento médio dos brotos (CMB) de plantas de C. abyssinica ap6s 30, 60, 90 e 120 dias
de cultivo com diferentes citocininas e concentragdes

Teste F

FV GL NBE CMB

30d. 60d. 90d. 120d. 30d. 60d. 90d. 120d.

Citocinina 2 0,17 120 398 0,10™ 1,33 0,28™ 1,49™ 3,99
Concentragdo 2 2,23™ 28,26 19,49™ 38,97 491" 462" 0,01 10,60
Int. AXxB 4 058" 087" 125" 0,38™ 0,39" 0,93 1,32" 282"
Residuo 36 - - - - - - - -
Média Geral - 10,08 7,56 9,56 8,52 33,71 31,90 31,21 28,59

CV (%) - 2947 3151 2440 26,14 22,09 2566 19,13 1554

** * significativos a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente;
ns: ndo significativo;
CV(%): coeficiente de variagdo em porcentagem.

No NBE aos 90 dias (Tabela 3) no fator citocinina, a BAP apresentou valores superiores
(10,46), sem diferenciar estatisticamente do TDZ (10,03). Assim, a aplicagcdo da BAP ou do
TDZ, nas concentragdes testadas, proporcionou aumento significativo na inducdo de
brotacdes em relacdo a CIN. A producdo de segmentos nodais € uma variavel importante na
propagacao in vitro de crambe, pois reflete a producdo de novas plantas a cada subcultivo. De
acordo com Flores et al. (2009), a BAP é a citocinina mais eficaz para a multiplicacdo de
partes aéreas da maioria das espécies. Furtado et al. (2007) descreveram que o0 TDZ e a BAP
induziram uma maior formacdo de brotos no explante gema cotiledonar em todos o0s
tratamentos em amendoim (Arachis hipogaea — Fabaceae), apresentando médias superiores ao
da CIN. Marino e Bertazza (1990), ao induzir uma micropropagacdo em Kiwi (Actinidia
deliciosa — Actinidiaceae) utilizando as citocininas BAP, CIN e zeatina, obtiveram uma maior
proliferacdo de brotos ao se utilizar o BAP. Grattapaglia e Machado (1998) indicaram que a
maior eficiéncia do BAP em relacdo a CIN pode estar na capacidade dos tecidos vegetais
metabolizarem os reguladores de crescimento sintéticos mais rapidamente do que hormoénios
vegetais. Segundo os autores, isso pode variar em funcdo da espécie de planta utilizada.
Krikorian (1991) comenta que o BAP tem sido mais utilizado atualmente que as citocininas

CIN e TDZ por ser um composto mais ativo, que se encontra facilmente e com custo razoavel.
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Tabela 3. Média do nimero de brotos
por explante de plantulas de C.
abyssinica em diferentes citocininas
apo6s 90 dias de cultivo in vitro

Citocininas Médias
BAP 10,46 a
CIN 8,20 b
TDZ 10,03 ab

Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

Nas concentragOes testadas das citocininas, 0s maiores valores de NBE foram em 5 pyM
(Tabela 4), sendo aos 60 dias (10,43) estatisticamente superior as demais. Aos 90 dias, a
concentracdo de 5 uM (11,26) nédo diferenciou estatisticamente de 10 uM (10,93), o que se
manteve aos 120 dias, apresentado 10,96 para 5 UM e 10,20 para 10 uM. Em todos os casos,
0s menores valores foram observados no controle, com auséncia de regulador de crescimento,
demonstrando a importancia de uma citocinina exdgena para estimular as brotacdes no
processo de micropropagacdo de crambe. Nesse sentido, segundo Grattapaglia e Machado
(1998), a escolha do tipo de citocinina e sua concentracdo séo fatores que influenciam no
sucesso da multiplicagdo in vitro, indispensaveis durante o processo de superacdo da
dominéncia apical e inducdo da proliferacdo de gemas axilares. Desse modo, a concentracao
de 5 uM das citocininas testadas é suficiente para induzir uma eficiente brotacdo em explantes

apicais de crambe.

Tabela 4. Média do nimero de brotos por
explante de plantulas de C. abyssinica em
diferentes concentracdes de citocininas apds 60,
90 e 120 dias de cultivo in vitro

Concentragao Dias
(M) 60 90 120
0 4,00c 6,50 b 4,40 b
5 10,43 a 11,26a 10,96a
10 8,26 b 10,93a 10,20a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.
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De modo geral, a adi¢éo de citocinina a0 meio nutritivo reduziu o comprimento médio
das brotagdes (CMB) aos 30, 60 e 90 dias (Tabela 5), contudo sem apresentar grandes
diferencas estatisticas. Na avaliacdo aos 30 e 60 dias, a concentracdo de 5 uM (30,45 mm) e
10 uM (27,07 mm) apresentaram oS menores valores, respectivamente, sem diferenciar
estatisticamente. Aos 90 dias, ndo houve diferenga entre as concentragdes utilizadas. De
forma semelhante, Nicoloso et al. (2001) verificaram que as plantas cultivadas em meio MS
ndo suplementado com reguladores de crescimento apresentaram morfologia similar as

plantas matrizes, ou seja, apresentando crescimento normal.

Tabela 5. Média do comprimento de brotos por
explante (mm) de plantas de C. abyssinica em
diferentes concentracGes de citocininas apos 30,
60 e 90 dias de cultivo in vitro

Concentragao Dias
(M) 30 60 90
0 38,53 a 36,10a 31,33a
5 3045 b 3254ab 31,00a
10 32,15ab 27,07b 31,3la

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

A avaliacdo do CMB aos 120 dias de cultivo apresentou interacdo significativa entre 0s
niveis dos fatores citocininas e concentracdes (Tabela 6). O comprimento dos brotos foi
menor em meio com auséncia de citocinina quando comparado aos tratamentos com 5 e 10
UM. Esse resultado inverso ao observado para as avaliagdes anteriores (30, 60 e 90 dias) esta
relacionado ao fato da cultura ser mantida muito tempo in vitro, com varios subcultivos e sem
adicdo de reguladores de crescimento, tendendo, assim, a estagnar seu crescimento ou
senescer. Hartmann et al. (2002) relatam que sem adicdo de reguladores de crescimento ao
meio de cultura ndo seria possivel promover, inibir, ou, ainda, modificar o crescimento do
vegetal quando cultivados in vitro.

Para CMB, as concentracdes de 5 e 10 uM testadas para as citocininas BAP (27,31 e
27,70 mm, respectivamente) e TDZ (34,36 e 34,18 mm, respectivamente) ndo demonstraram
diferenca significativa aos 120 dias de cultivo (Tabela 6). Para CIN, houve diferenca nessas
concentragdes (25,14 e 34,53 mm, respectivamente), obtendo assim o maior valor de

comprimento médio do broto aos 120 dias com 10 puM. Em uma concentracdo elevada por
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periodos longos de incubacdo dos explantes, como é o caso deste trabalho, na presenca da
BAP ou TDZ ocorre uma maior inibicdo do crescimento dos brotos e um aumento no
tamanho das folhas do que com a CIN (FURTADO et al., 2007).

Entre as citocininas testadas, a diferenca encontrada no CMB aos 120 dias foi na
concentracdo 5 puM (Tabela 6), com o TDZ (34,36 mm) apresentando valores superiores as
demais citocininas, BAP (27,31 mm) e CIN (25,14 mm). Corroborando com os dados aqui
apresentados, Flores et al. (2009) relataram efeito positivo do TDZ no crescimento das
brotacdes in vitro. O TDZ também induziu brotos pouco alongados em guandu (Cajanus
cajan L.- Fabaceae) (EAPEN et al., 1998). Segundo Pattnaik et al. (1996), concentracoes
inferiores a 5 uM de BAP e 1 uM de TDZ sao eficientes para a proliferacdo e crescimento de
brotos in vitro, no entanto teores mais elevados reduzem o comprimento dos brotos, o

tamanho das folhas e inibem o enraizamento.

Tabela 6. Média do comprimento de brotos por
explante (mm) de plantas de C. abyssinica em
diferentes citocininas e concentracdes apos 120
dias de cultivo in vitro

Concentragéo (LM)

Citocininas
0 5 10

BAP 2469aA 27,31aB 27,70 aA
CIN 24,69 bA 25,14bB 34,53 aA

TDZ 24,69 bA 34,36 aA 34,18aA

Medias seguidas pela mesma letra, mindascula
na linha e maidscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Li et al. (2010), trabalhando com hipocétilos de C. abyssinica cv. Galactica,
descreveram um protocolo de inducéo direta de brotos em meio MS suplementado com 10
UM de TDZ e 2,7 uM de ANA, promovendo frequéncia de regeneracdo até 60%. Em um
novo trabalho, Li et al. (2011) obtiveram 95% de regeneracdo de brotos a partir de segmentos
de hipocdétilo, utilizando o meio Lepiovre suplementado novamente com 10 uM de TDZ, 2,7
MM ANA. Chhikara et al. (2012) demonstraram que a regeneracdo de brotos a partir de calos
do hipocétilo de crambe apresenta maior eficiéncia no meio com 8,8 UM de BAP ¢ 0,10 uM
de ANA, com uma frequéncia de 70%. No presente trabalho, apesar de ter sido utilizado um

explante diferente dos trabalhos acima relatados com crambe, notou-se que as concentracdes
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das citocininas utilizadas foram proximas, e que promoveram de forma eficiente a resposta
morfogenética esperada.

Nos protocolos anteriormente publicados, a regeneracdo in vitro de crambe foi
conseguida por meio da utilizacdo de hipocétilos como explante, para viabilizar estudos
relacionados ao melhoramento genético da espécie como a transgenia e a hibridizacdo
somatica (WANG et al., 2004; WANG et al., 2003; WANG; PENG, 1998). Todavia, estudos
relacionados a inducao de brotos e regeneracdo de plantas inteiras a partir de segmento apical
ainda n&o foram descritos.

Com relacdo as caracteristicas anatdmicas foliares avaliadas aos 30 dias (Tabela 7) nas
plantulas cultivadas em meio MS com diferentes citocininas em diferentes concentragdes, foi
observado que pela analise de variancia ndo houve interacdo significativa entre os fatores
empregados. As diversas fontes de citocininas x concentracdes utilizadas neste trabalho néo
promoveram efeitos significativos sobre a espessura do limbo, mesofilo, face abaxial da
epiderme, paréngquima esponjoso, nervura central e a &rea do feixe vascular das folhas de
crambe aos 30 dias de cultivo. Apenas a face adaxial da epiderme e o parénquima palicadico
apresentaram diferencas significativas com relacdo as concentragdes testadas independente do

tipo de citocinina empregada.

Tabela 7. Resumo da analise de variancia para a espessura (um) do limbo, mesofilo, face adaxial e
abaxial da epiderme, parénquima palicadico e esponjoso, nervura central e area (um?) do feixe
vascular de folhas de C. abyssinica, obtidas pelo cultivo in vitro com diferentes citocininas e
concentracdes apo6s 30 dias

Teste F
FV GL . . Face Face Parénguima Parénguima Nervura Feixe
Limbo Mesofilo ) . A .
adaxial abaxial palicadico esponjoso central vascular
Citocinina 2 1,10™ 1,06™ 1,44™ 1,65™ 0,70™ 1,19™ 1,14™ 167"
Concentracdo 2  2,80™ 2,70 3,777 0,82™ 4,74 1,38™ 0,65  0,73™
Int. AxB 4 053* 064 0,38™ 0,46™ 0,28" 0,74 0,36"™ 047"
Residuo 36 - - - - - - - -
Média Geral - 139,49 106,21 18,50 15,30 36,82 71,88 381,28 1444244
CV (%) - 4210 4483 30,85 40,92 46,36 46,87 38,46 90,68

** *significativos a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente;
ns: n&o significativo;
CV(%): coeficiente de variagdo em porcentagem.

A espessura da face adaxial e do parénquima palicadico das folhas de crambe cultivadas
in vitro com diferentes concentrac6es de citocininas aos 30 dias esta representada na Tabela 8.

A espessura da face adaxial e do parénquima palicadico apresentaram comportamento
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semelhante, em que seu maior valor foi na concentracdo de 0 puM (21,69 e 47,74 pm,
respectivamente), diferenciando estatisticamente de 5 pM (16,16 e 29,68 pum,
respectivamente), encontrado os menores valores. O uso das citocininas no meio de cultivo
pode induzir a producdo de células com tamanho reduzido durante a divisdo celular
(PEREIRA et al., 2000), explicando a reducgédo da espessura da face adaxial e do parénquima

palicadico nos meios de cultivo que continham citocinina exogena em relagdo ao controle.

Tabela 8. Espessura média (um) da face adaxial
da epiderme (FD) e do parénquima palicadico
(PP) de folhas de C. abyssinica, obtidas pelo
cultivo in vitro com diferentes concentracdes de
citocininas ap6s 30 dias

Concentracao

FD PP
(UM)
0 21,69 a 47,74 a
5 16,16 b 29,68 b
10 17,65 ab 33,04 ab

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

As secdes transversais do mesofilo de folhas de crambe coletadas no inicio da
multiplicacdo in vitro (30 dias) sob o efeito das citocininas x concentracao esta apresentada na
Figura 2. Apesar de bem discreto, ainda é possivel perceber o limite dorsiventral, que consiste
em parénquima pali¢adico, com uma ou duas camadas de células justapostas pouco alongadas
e de parénquima esponjoso, com trés a quatro camadas de células fracamente organizadas.

Na Figura 2, é notdrio que o aspecto do mesofilo in vitro tratado com 0 uM de
citocinina apresentou maior comprimento e alongamento comparado com as demais
concentragdes. E possivel observar também que no tratamento com 10 uM de citocinina
existe uma maior concentracdo de células (variavel ndo avaliada) (Figura 2C). As citocininas
estdo associadas ao estimulo da divisdo celular (HOWELL et al., 2003), explicando o menor

comprimento e maior numero de celulas observados nos tratamentos com citocininas.
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Figura 2 — Seccdo transversal do mesofilo (A-C) de folhas de C. abyssinica in vitro aos 30

dias, submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes de citocininas. A: 0 uM; B: 5
uM; C: 10 uM. pp - paréngquima palicadico; pe - parénquima esponjoso. Barra ( — ) = 100
pm.

A tabela 9 mostra o resumo da analise de variancia para as caracteristicas anatdmicas
das folhas de crambe cultivadas in vitro com diferentes citocininas e concentra¢cdes ap6s 120
dias. Houve interacdo significativa entre os fatores testados para a espessura do mesofilo e
parénquima palicadico. Analisando o fator concentracdo, apenas a espessura da face adaxial
da epiderme demonstrou diferenca estatistica. Assim como observado para a analise efetuada
aos 30 dias, a variacdo entre os tratamentos sé ocorreu na face adaxial da epiderme e no
parénquima paligadico. Sugere-se que aos 30 dias, pelo pouco tempo de contato da citocinina
com o explante, esse fator ndo teria ainda influenciado de forma a alterar efetivamente a
espessura ou estrutura das caracteristicas avaliadas. Entretanto, analisando-as aos 120 dias,
notou-se que se mantiveram poucas alteracGes. Esse resultado corrobora o fato de que a
multiplicagdo de brotos in vitro de crambe sob o efeito das citocininas testadas ndo altera a
morfoanatomia das folhas até os 120 dias de cultivo.
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Tabela 9. Resumo da anélise de varidncia para a espessura (um) do limbo, mesofilo, face adaxial e
abaxial da epiderme, parénquima palicadico e esponjoso, nervura central e area (um?) do feixe
vascular de folhas de C. abyssinica, obtidas pelo cultivo in vitro com diferentes citocininas e
concentragdes apds 120 dias

Teste F
FV GL . . Face Face Parénquima Paréngquima Nervura Feixe
Limbo Mesofilo ) ) A :
adaxial abaxial palicadico esponjoso central vascular
Citocinina (A) 2 1,37™ 1,68™ 0,33"™ 0,42™ 3,48" 0,77 0,80™  1,16™
Concentragdo 2  0,48™ 0,19™ 3,87 3,24 1,60™ 0,05"™ 0,68™  1,03™
Int. AXxB 4 255" 333" 0,20® 0,18"™ 3,24" 2,13" 0,58™  1,09™
Residuo 36 - - - - - - - -
Média Geral - 156,31 123,69 17,98 16,05 45,22 81,24 343,14 9473,68
CV (%) - 24771 26,87 20,13 20,40 31,26 30,57 30,90 57,00

** * significativos a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente;
ns: n&o significativo;
CV(%): coeficiente de variacdo em porcentagem.

Para a espessura média do mesofilo aos 120 dias de cultivo (Tabela 10), apenas o TDZ
demonstrou diferenga entre suas concentragOes testadas, sendo o maior valor (153,32 pm)
observado na concentragdo de 5 uM, néo diferindo do controle (0 uM) (127,76 pum). Dentro
das concentracdes testadas houve diferenca em 5 uM, em que o TDZ obteve maior espessura
(153,32 um) e ndo diferiu da CIN (117,04 pum). J& na concentracdo de 10 puM, o maior valor
(157,17 pm) foi observado com a CIN, ndo diferindo da BAP (109,23 um). Segundo Araujo
et al. (2009), quanto maior a espessura do mesofilo, maior a eficiéncia fotossintética. Como
um dos principais problemas da aclimatizacao esta relacionado as baixas taxas fotossintéticas,
0 excesso de citocininas poderia prejudicar nessa etapa. De acordo com Oliveira et al. (2008),
em seu trabalho com ariticum-do-brejo (Annona glabra - Annonaceae), utilizando diferentes
citocininas na concentracdo de 5 UM, a espessura do mesofilo foi afetada pela presenca de
BAP e CIN e ndo pelo TDZ e ZEA (zeatina), resultado que diverge do apresentado neste

trabalho aos 120 dias, em que apenas a presenca do TDZ diferenciou do controle.
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Tabela 10. Espessura media (um) do mesofilo de folhas
de C. abyssinica, obtidas pelo cultivo in vitro com
diferentes citocininas e concentracoes apds 120 dias

Concentracéo (uUM)

Citocininas
0 5 10
BAP 127,76 aA 98,63 aB 109,23 aAB
CIN 127,76 aA 117,04 aAB 157,17 aA

TDZ 127,76 abA 153,32 aA 94,53 bB

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e
mailscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

Na espessura do parénquima palicaddico aos 120 dias (Tabela 11) ndo foi observado
diferenca significativa das citocininas. Contudo, dentro das concentracdes, a diferenca foi na
concentragdo de 10 uM, apresentando 63,49 um na CIN, diferindo significativamente das
demais. De forma geral, as maiores espessuras se encontravam na concentracdo de 0 puM,
repetindo os resultados observados aos 30 dias. O uso de citocininas por tempo prolongado
pode apresentar efeito fitotoxico, que é caracterizado principalmente pela falta de
alongamento e reducdo no tamanho das folhas (GRATAPLAGLIA; MACHADO, 1998). O
parénquima palicédico e responsavel pela fotossintese, sendo fundamental o seu espessamento
por permitir maior fixacdo de CO- contribuindo na autotrofia das plantas apds a transferéncia
para 0 ambiente ex vitro (SILVA et al., 2008; CASTRO et al., 2009).

Tabela 11. Espessura média (um) do parénquima
pali¢adico de folhas de C. abyssinica, obtidas pelo
cultivo in vitro com diferentes citocininas e
concentracdes apos 120 dias

Concentragéo (LM)

Citocininas
0 5 10
BAP 50,45aA 36,57aA 31,92aB
CIN 50,45aA 4451aA 63,49 aA

TDZ 50,45aA 49,38aA 29,72aB

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na
linha e maiudscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5%.
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Em relacdo a espessura da face adaxial da epiderme analisada aos 120 dias (Tabela 12),
a diferenca apresentada foi no fator concentragcdo, mostrando que 0 pM e 5 pM obtiveram 0s
maiores valores (20,10 e 17,10 um, respectivamente), ndo diferindo entre si e esta Gltima nao
diferindo de 10 uM (16,75 um). O aumento da espessura da epiderme foliar por parte do
controle é um dos mecanismos de protecdo por reduzir a penetragdo da radiacdo nos tecidos
sensiveis do mesofilo foliar (SULLIVAN et al., 1996).

Tabela 12. Espessura média (um) da
face adaxial da epiderme de folhas de
C. abyssinica, obtidas pelo cultivo in
vitro com diferentes concentracdes de
citocininas ap6s 120 dias

Concentiaco o
0 20,10 a
5 17,10 ab
10 16,75 b

Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5%.

As visualizacdes anatdmicas realizadas nos mesofilos aos 120 dias demonstrou que ndo
existe diferenga acentuada entre as citocininas a 5 uM (Figuras 3A-C). No entanto, a 10 uM a
CIN é superior as demais citocininas (Figuras 3D-F), e que o parénquima pali¢adico apresenta
células mais alongadas, caracterizando de forma mais acentuada o limite dorsiventral do
mesofilo e demonstrando maior diferenciacdo. Oliveira et al. (2008) também averiguaram que
as folhas das plantas submetidas aos tratamentos com BAP e CIN apresentaram maior
diferenciacdo do mesofilo comparando aos tratamentos com TDZ e ZEA, com reduzida
proporcdo de espacos intercelulares, sugerindo uma maior eficacia dessas duas fontes de
citocininas sobre o desenvolvimento do sistema assimilatério das plantas durante o cultivo in
vitro. Os dados do ultimo autor corroboram com os descritos para este trabalho aos 120 dias,
no qual os tratamentos com BAP e CIN a 5 e 10 uM demonstraram maior diferenciacdo entre

0S parénquimas.
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Figura 3 — Seccdo transversal do mesofilo de folhas de C. abyssinica in vitro aos 60 dias,

submetidas a tratamentos com diferentes citocininas e concentragdes. A: 5 uM BAP; B: 5 uM
CIN; C: 5 uM TDZ; D: 10 uM BAP; E: 10 uM CIN; F: 10 uM TDZ. pp - parénquima

palicadico; pe - parénquima esponjoso. Barra (—) = 100 pum.

4- CONCLUSOES

As diversas fontes de citocininas e concentracdes utilizadas no experimento 02 deste
trabalho ndo promoveram mudancas, no sentido de alterar a organizagdo e/ou a espessura das
folhas em relagdo ao controle. Por conseguinte, os tratamentos empregados no experimento
02 nédo alteraram morfologicamente as folhas. Certamente, as alteracbes observadas na
estrutura e espessura das folhas dos tratamentos da aclimatizacdo 01 e 02 do experimento 01

prejudicaram o processo de estabelecimento da muda ex vitro.
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5- CONCLUSOES GERAIS

Para a germinacdo in vitro de plantas de crambe, o meio B5 e 0 WPM se mostraram
mais favoraveis, sendo que, a presenca ou auséncia de pericarpo nas sementes nao influenciou
nas condi¢des aqui testadas. A presenca de luz é recomendada, pois sua auséncia estimula o
estiolamento das plantas e o ndo desenvolvimento do epicaétilo.

Na micropropagacdo, os resultados mostraram uma frequéncia satisfatdria de
regeneragdo de brotos a partir de segmentos apicais de crambe em meios contendo 5 UM de
BAP. O alongamento foi satisfatorio com 1 pM de GAs. Contudo, existe a necessidade de um
enraizamento e aclimatizacao eficiente para completa propagacéo in vitro de crambe.

Com relacdo a estabilidade genética, os resultados utilizando marcadores ISSR
indicaram que o segmento apical € um explante confiavel para a multiplicacdo de plantas de
crambe geneticamente verdadeiras (true-to-tipe).

As diversas fontes de citocininas e concentraces utilizadas neste trabalho néo
promoveram mudancas, no sentido de alterar a organizacdo interna e/ou a espessura das
folhas em relagcdo ao controle. Portanto, esses reguladores de crescimento ndo alteraram
morfologicamente as folhas. As alteracdes observadas na estrutura e espessura das folhas dos
tratamentos da aclimatizacdo prejudicaram o processo de estabelecimento da muda ex vitro.

O protocolo de regeneracao de plantas de crambe in vitro pode ser Gtil no processo de
criacdo e desenvolvimento de novas cultivares em um tempo mais curto e no melhoramento

genético usando explantes apicais.



