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Resumo: Byrsonima intermedia é uma espécie lenhosa e medicinal de
ocorréncia nos Cerrados brasileiros. O objetivo desta pesquisa foi deter-
minar o padrao de divisdo e viabilidade de células com caracteristicas
embriogénicas. Segmentos foliares foram inoculados em meio de cultura
MS suplementada com 1,0 mg L1 de 2,4-D. As repicagens foram efetua-
das por trés vezes, todas aos sessenta dias, resultando em trés subcul-
tivos. Avaliou-se a viabilidade celular e o indice mitético de células com
caracteristicas embriogénicas, no segundo subcultivo. No segundo sub-
cultivo, aos 20 e 40 dias, ocorrem os maiores indices de divisio celular.
Até os 80 dias de incubagao dos calos, ocorre a maior porcentagem de
células viaveis com caracteristicas embriogénicas.

ABSTRACT: Byrsonima intermedia is a woody medicinal plant
commonly found in the Brazilian Cerrado region. The aim of this study
was to determine the cell division pattern and viability of cells with
embryogenic characteristics. Leaf segments were inoculated in MS
medium supplemented with 1.0 mg L-1 2,4-D. Three subcultures were
carried out over sixty days. The viability and mitosis index was calculated
for cells with embryogenic capacity from the second subculture. The
highest cell division index was found in the second subculture, after 20
and 40 days. The highest percentage of viable cells with embryogenic
properties was found in the first 80 days.
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1 Introducgao

O murici-pequeno (Byrsonima intermedia A.
Juss.), pertencente a familia Malpighiaceae, é um ar-
busto nativo do Cerrado que apresenta, na casca do
caule, atividade medicinal adstringente nas diarreias e
disenterias (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Lo-
renzi (2002) menciona que o género Byrsonima apre-
senta taxa de germinacao baixa e emergéncia lenta da
plantula, dificultando a sua propagacéo sexuada.

A micropropagacao é uma das principais apli-
cacoes da cultura de tecidos, especialmente para
as plantas de dificil propagacao pelos métodos
convencionais. A cultura de tecidos também é de
grande interesse para as espécies que se encontram
em vias de extincao, em funcao, principalmente, da
intervencao do homem em seu habitat. Com essa
tecnologia, € possivel conservar essas espécies in
vitro, em meios de manutencgédo, e programar a pro-
ducao comercial (CERQUEIRA, 1999).

Os protocolos baseados na cultura de segmen-
tos nodais, gemas apicais e axilares, utilizados na
organogénese, geralmente, mostram baixa eficién-
cia em termos regenerativos potenciais. Nesse tipo
de cultura de segmentos nodais, gemas apicais e
axilares, a sobrevivéncia das plantas no final da
fase ex vitro é frequentemente baixa, o que reduz
a produgéo potencial da micropropagagio via orga-
nogénese. Em paralelo, esfor¢cos tém sido direcio-
nados para a inducéo e o controle da embriogénese
somatica (GUERRA et al., 1999).

Apesar das vantagens deste tipo de cultivo em
relacdo a organogénese, a conversdao de embrioes
somaticos em plantas ainda é uma etapa que pode
apresentar dificuldades e, dessa forma, estudos
complementares, para a caracterizagao morfolégica,
citologica e bioquimica, podem elucidar as possiveis
causas relacionadas a este processo. Para o murici-
pequeno, estes dados ainda sao desconhecidos.

O objetivo desta pesquisa foi caracterizar as
células envolvidas no processo de regeneragéo via
embriogénese somatica, a fim de fornecer subsidios
para a otimizacao de protocolos de propagacao in
vitro de murici-pequeno.

2 Material e Métodos

Para a obtencdo de explantes, sementes de
murici-pequeno foram germinadas in vitro em meio
de cultura WPM 50% sem sacarose, como descrito
por Nogueira et al. (2004). Destas plantulas foram
obtidos segmentos foliares de 0,25 cm?, os quais,
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posteriormente, foram inoculados em tubos de en-
saio contendo 10 mL do meio de cultura MS (MU-
RASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 1,0
mg L1 de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e
3% de sacarose, segundo Nogueira et al. (2007). As
culturas foram incubadas no escuro, a 27 + 2 °C ¢
umidade relativa de 70%.

Apés sessenta dias, os calos foram repicados se-
gundo a curva de crescimento determinada por No-
gueira et al. (2008). As repicagens foram efetuadas
por trés vezes, todas aos sessenta dias, resultando em
trés subcultivos. Avaliou-se a porcentagem de ocor-
réncia de estruturas globulares em calos provenientes
do cultivo inicial e dos trés subcultivos seguintes.

Investigou-se o padrao de indice mitético e via-
bilidade celular de calos no segundo subcultivo, a
fim de confirmar se a época de repicagem dos calos
foi ideal para a maior formagéo de embrides globu-
lares no terceiro subcultivo.

Para a verificacao do indice mitético, duas amos-
tras de calos, de aproximadamente 0,5 g cada, obti-
das a partir do segundo subcultivo, em meio nutriti-
vo MS suplementado com 1,0 mg L de 2,4-D, foram
coletadas aos 10, 20, 40, 60, 80, 100 ¢ 120 dias
da curva de crescimento e armazenadas em fixador
Carnoy (3 partes de etanol:1 parte de acido acético),
por 20 horas, em temperatura ambiente. Apés esse
periodo, as amostras foram mantidas a -22 °C, para
posterior preparacao para analise microscopica.

As fracoes de calos foram transferidas para eppen-
dorf contendo 0,5 ml, de solucdo tampao Mcllvaine
(pH 7,0) e, em seguida, foram filtradas em peneira com
malha de 100 um e centrifugadas a 6.000 rpm por 2
segundos. O precipitado foi ressuspendido em tampao
Mcllvaine e, apds a formacéo do pellet, retirou-se o ex-
cesso da solucao. Em lamina, adicionaram-se 10 ul,
de 4,6-Diamidino-2-fenilindol (Dapi) na concentraciao
de 2 ug mL! a 20 uL, da suspensao celular final. Apos
5 minutos, procedeu-se a observagao em microscopio
de fluorescéncia Olympus BX 60, utilizando-se filtro
WU sob aumento total de 400X.

O indice mitdtico [(ntmero de células em mi-
tose/ntimero total de células) x 100] foi obtido para
200 células. Os dados foram analisados utilizando-
se o delineamento inteiramente casualizado, com
seis repeticoes por periodo de coleta. Utilizou-se
regressao polinomial a 5% de probabilidade.

Para os testes de viabilidade celular, duas
amostras de calos, contendo 1 g de matéria fresca
cada, foram obtidas a partir do segundo subcultivo,
em intervalos de 10 dias, até o final de 120 dias de
cultivo. Cada amostra foi homogeneizada em 10 mL



Herrera et al. / Rev. Ci. Agra., v.54, n.1, p.28-32, Jan/Abr 2011

de solugao de manitol 0,6 M e CaCl, 0,03 M, por 30
minutos, a 90 rpm e em temperatura de 27 + 2 °C.
Na auséncia de luz, estas amostras foram filtradas
em peneira com malha de 100 um, retirando-se 980
wl, da suspensao e adicionando-se 20 ul, de uma so-
lugéo 0,5% de FDA (diacetato de fluoresceina) em
eppendorf, resultando em 0,01% de FDA. Apds 5
minutos, procedeu-se a contagem de células viaveis
com fluorescéncia verde e formato isodiamétrico, em
microscépio de fluorescéncia Olympus BX 60, utili-
zando-se o filtro Wiba, sob aumento total de 100X.

Os dados foram analisados utilizando-se o de-
lineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes por periodo de coleta. Utilizou-se regres-
séo polinomial a 5% de probabilidade.

3 Resultados e Discussao

A coloragao com Dapi permitiu a visualizacao
dos nticleos em diferentes fases do ciclo celular,
como interfase e metafase. Segundo Nkongolo e
Klimaszewska (1993), as culturas embriogéni-
cas apresentam um grande ntimero de células em
diferentes estagios mitéticos. Steinmacher et al.
(2011), utilizando coloragao com Dapi, observaram
que o local de desenvolvimento do embrido em ca-
los de Bactris gasipaes apresenta células que estao
em diferentes estagios de diviséo celular.

Os indices mitdticos, entre os 20 e 40 dias do
segundo subcultivo, nédo diferiram estatisticamente
entre si, apresentando o maximo de divisao celular
observado na curva (17 e 18,16%, respectivamen-
te). Ja a partir dos 60 dias houve redugao no indice
mitotico, caindo para 6% aos 80 dias e 2% aos 120
dias de cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Viabilidade celular ¢ Indice mitético de calos
subcultivados em meio MS suplementado com 1,0 mg L!
de 2,4-D, durante 120 dias de permanéncia no escuro.
Nivel de significancia de 5%.

Os dados verificados com relacdo ao indice mi-
totico corroboram com a curva de crescimento do
murici-pequeno, que segue um padrao do tipo sig-
moide, com seis fases distintas: lag, exponencial,
linear, desaceleracdo, estacionaria e de declinio. A
fase lag ocorre até o 20° dia apds a inoculagéo, apre-
sentando 95% de crescimento. A segunda fase, a ex-
ponencial, estendeu-se do 20° ao 40° dia de cultivo,
com 88% de crescimento. A fase linear, com 51% de
crescimento, foi observada entre o 40° ¢ o 60° dia
de cultivo. Entre o 60° e 0 80° dia apds a inoculagao
ocorreu a fase de desaceleracao, apresentando 22%
de crescimento (NOGUEIRA et al., 2008).

Portanto, os maiores valores de indice mitético
observados neste trabalho estao compreendidos na
fase exponencial da curva de crescimento de calos
de murici-pequeno. Segundo Santos et al. (2003)
e Serra et al. (2000), esta fase é caracterizada pela
rapida divisao celular, o que pode explicar a maior
porcentagem de indice mitético verificada. Além
disso, a queda no indice mit6tico aos 80 dias apos
inoculacao refere-se a fase de desaceleragao da cur-
va de crescimento.

Hao et al. (2008) detectaram um indice mitéti-
co de 40% em suspensio celular de citrus (Citrus
sinensis Osbeck) aos seis dias apés a inoculagao em
meio de cultura. J& Winicur et al. (1998), investi-
gando a agdo do 2,4-D na divisdo celular de sus-
pensao de tabaco (Nicotiana tabacum), obtiveram
aproximadamente 7% de indice mitético no quinto
dia de cultivo. Em protoplastos de Solanum lyco-
persicoides aos sessenta dias de cultivo e em pro-
toplastos de Helianthus maximiliani aos 4 dias de
cultivo, o indice alcancou 10 e 17%, respectivamen-
te (TYLICKI et al., 2002; BINSFELD et al., 2000).

Segundo Pasternak et al. (2002), as células
que sao capazes de produzir embrides somaticos
séo mitoticamente ativas. Steinmacher et al.(2011)
relatam que os eventos mitéticos mais numerosos
s@o observados na camada de células do setor em-
briogénico do calo, que também apresentam nticleo
central com um ou dois nucléolos.

Nas pesquisas de Steiner et al. (2005) e Stein
et al. (2010), as células embriogénicas, de maneira
geral, apresentam caracteristicas comuns ao com-
portamento de células meristematicas ativas, in-
cluindo células isodiamétricas, rapida divisao mi-
tética, pequeno tamanho, citoplasma denso, niicleo
grande com nucléolo proeminente.

Winicur et al. (1998) ressaltam que a confor-
macao isodiamétrica observada em células de calos
embriogénicos corresponde diretamente ao aumen-
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to do indice de divisdo celular. Esses autores tam-
bém observaram que a privacao de auxina no meio
de cultura é limitante para a divisao celular, levando
a reducédo no indice mitético e induzindo o alonga-
mento das células. Diante disso, a reducédo do indice
mitético aos 80 e 120 dias pode ser devida a redu-
¢ao de auxinas no meio de cultura, sendo necessaria
a realizacao de subcultivos mais frequentes.

Quanto a viabilidade celular, os valores encon-
trados entre os 10 e 80 dias nao diferiram estatisti-
camente entre si. Entretanto, a maior porcentagem
de células isodiamétricas com fluorescéncia verde
ocorreu aos 50 dias, 83% (Figura 1). A partir dos
90 dias, o ntimero de células com caracteristicas
meristeméticas declinou consideravelmente até o
ultimo dia de incubacao (120 dias), atingindo me-
nos de 30%. De acordo com Filonova et al. (2000)
e Fehér et al. (28003), as células isodiamétricas pe-
quenas e de citoplasma denso sao as que apresen-
tam maior potencial embriogénico.

Considerando que os valores de indice mitdtico
ndo apresentaram diferencas significativas entre os
20 e 50 dias, a analise da viabilidade celular definiu
que a melhor época para a transferéncia do segundo
para o terceiro subcultivo de células, de modo a pos-
sibilitar a embriogénese somatica, ¢ até os 80 dias.

As anélises de indice mitético e viabilidade ce-
lular permitiram a determinagao do periodo de me-
lhor transferéncia de células com alta capacidade
embriogénica. Os resultados obtidos concordam
com as observacoes de Guerra et al. (1999), que
comentam que o ponto mediano da fase linear da
curva de crescimento da cultura seria o periodo ide-
al de transferéncia das células para meio liquido,
a fim de otimizar a biomassa para a producao de
embrides somaticos.

A utilizacao de FDA foi sugerida por Wildhom
(1972), em calos de tabaco e, desde entao, tem sido
reportada por diversos autores (FILONOVA et al.,
2000; CLARKE et al., 2001; FEHER et al., 2003,
TAKIMOVA et al., 2005). Trabalhos passaram a cer-
tificar a viabilidade celular com este corante, como o
de Steward et al. (1999), com alfafa (Medicago sativa
L.), cuja suspensao apresentou 80% de viabilidade
nos primeiros dias de cultivo. Te-chato et al. (2005)
detectaram uma viabilidade de protoplastos de dende-
zeiro (Elaeis guineensis) de, aproximadamente, 82%.

Deste modo, os resultados do indice mitético
demonstraram que a época ideal para a transferén-
cia de células com potencial embriogénico, sem a
perda de viabilidade celular, ndo deve ultrapassar
os 50 dias, pois seria o ponto mediano da fase line-
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ar da curva de crescimento, como determinado por

Nogueira et al. (2008).

4 Conclusoes

Os maiores indices de divisdo celular em calos
de murici-pequeno ocorrem aos 20 e 40 dias do se-
gundo subcultivo.

Até os 80 dias de incubacéo dos calos ocorre a
maior porcentagem de células viaveis com caracte-
risticas embriogénicas.
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