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RESUMO

O conhecimento das caracteristicas morfolégicas e ecofisiolégicas de plantas de
Brugmansia suaveolens (Willd.). Bercht. & J. Presl € o primeiro passo para 0 uso
desta espécie com finalidade biotecnoldgica. Este trabalho teve como objetivos: 1) a
caracterizacdo morfoldégica de acessos da B. suaveolens; 2) avaliacdo do
comportamento germinativo das sementes in vitro sob diferentes condigbes de
tratamento e 3) o0 estabelecimento de protocolo de regeneracédo eficiente de B.
suaveolens. Foram avaliados os indices de regeneracdo, além das porcentagens de
inducéo e tamanho de calos, da germinagdo de embribes, o nimero de pontuacdes
verdes e 0 numero de plantulas regeneradas. Como resultados obtidos, 22
individuos de B. suaveolens foram coletados e agrupados em trés grupos, diferindo
apenas nas cores das flores. Os frutos apresentaram valores médios de: 975 mm de
comprimento, 189 mm de largura e 6,99 g de massa, as sementes de 7 mm de
comprimento, 6 mm de largura, 3,04mm e espessura e massa de 0,39 g. O periodo
estimado para o inicio do processo germinativo sem a presenca do tegumento foi de
14 dias. Em todos os tratamentos observou-se uma germinacdo acumulada
aumentada. Em relacdo ao efeito dos tratamentos pode-se observar que
temperaturas de 4 °C e 50 °C ndo propiciaram diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos. A exposicao ao acido sulfdrico e a embebicdo das sementes em agua
por periodos maiores que 24 horas, reduziram a germinacao. A presenca do acido
giberélico promoveu a inibicdo do desenvolvimento dos embrides in vitro. No
desenvolvimento do protocolo de regeneracao para o estabelecimento de plantas a
partir de embrides maduros para esta espécie, a porcentagem de inducao de calos
variou de 26 a 100%, a razao plantula/calo induzido variou de 0 a 0,84 e a eficiéncia
de regeneracdo variou de 0 a 32%. As dosagens de 0,5 mgL*de 2,4-De 1,0 mg L™
KIN foram as mais eficientes nas respostas para inducdo de calos, no tamanho de
calos, no numero de pontos embriogénicos e plantulas regeneradas. Altas
concentracdes de reguladores de crescimento (1,0 mg L? de 2,4-D e 1,0 mg L*
KIN) inibiram a calogénese e regeneracdo; a auséncia destes reguladores
promoveram a formacdo de calos mas ndo a regeneracdo de plantas de B.
suaveolens.

Palavras chave: calogénese, inducao, embriogénico, morfologia, protocolo.



ABSTRACT

The knowledge of morphological and ecophysiological features of Brugmansia
suaveolens (Willd.).Bercht.& J. Presl is the first step towards the use of this species
with biotechnological purpose. This study aimed to: 1) the morphological
characteristics of specimens of B. suaveolens, 2) evaluation of in vitro germination
rates under different conditions of seed’s treatment. 3) the establishment of an
efficient regeneration protocol in B. suaveolens. We evaluated the rates of
regeneration, the percentages of calli induction and calli size, germination of
embryos, the number of embriogenic spots and the number of regenerated plantlets.
As results, 22 individuals were collected and grouped into three different groups,
differing only by flowers colors. The fruits showed mean values of: 975 mm long, 189
mm wide and 6.99 g of weight Seeds presented mean values of7 mm long, 6.00 mm
width, 3.04 mm thickness and mass of 0.39 g.The estimated period for initiation of
the germination process without the presence of the tegument was 14 days. In all
treatments there was an increased cumulative germination. Regarding the effect of
pre-treatments can be observed that temperatures of 4 °C and 50 °C did not promote
differences between treatments. Exposure to sulfuric acid and soaking the seeds in
water for longer periods of reduced germination. The presence of gibberellic acid
caused inhibition of embryo development in vitro. In the development of regeneration
protocols, the establishment of plants from mature embryos of this species, the
percentage of calli induction ranged from 26 to 100%, the ratio seedling / callus
induced ranged from O to 0.84 and the efficiency of regeneration ranged from O to
32%. The dosages of 0.5 mg L™ 2.4 D and 1.0 mg L™ KIN were more efficient
regarding to calli induction, calli size, number of green spots points and regenerated
plantlets. High concentrations of growth regulators (1 mg L™ 2-4 D and 1.0 mg L™
KIN) were inhibitory to calli formation and regeneration, the absence of these
regulators promoted the formation of calli but any plantlets of B.suaveolens were
gotten.

Keywords: callus, induction, embryogenic, morphology, protocol.
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1 INTRODUCAO

A Brugmansia suaveolens (Willd). Bercht. & J. Presl é uma planta ornamental
e medicinal, considerada toxica, da Familia das Solanaceae, conhecida
popularmente como, trombeteira, babado, trombeta de anjo, copo de leite, zabumba
branca,saia-branca, sete-saias, datura, trombeta-rosa, trombeta-cheirosa, entre
outras (CORREA, 1984; OLIVEIRA et al., 1991).

E um arbusto semi-lenhoso, grande e ereto, que atinge de 2-3 m de altura
com facilidade, e apresenta folhas grandes, alongadas e finas. Flores grandes,
pendentes, brancas, réseas ou amarelas, em forma de funil com 5 dentes no célice
dilatado (CORREA, 1984).

As plantas medicinais e aromaticas sdo importantes fontes de metabdlitos
secundéarios, que sdo importantes para a salde humana. O aumento na
produtividade e qualidade destes produtos vegetais naturais através do
melhoramento classico é ainda um grande desafio. Todavia, recentes avan¢os na
area de genética e biotecnologia tém gerado um conhecimento avancado na
compreensao da biossintese destes metabdlitos.

Espécies do género Brugmansia apresentam os alcaldides atropina e
escopolamina. Ambos sdo ésteres organicos formados pela combinacdo de um
acido aromatico, o &cido trépico, e das bases complexas tropina e escopina
(GILMAN et al., 1980) possuindo atividades estimulantes, alucindgenas,
antiespamadicas, calmantes, diaforéticas e diuréticas (WALLER e NOVACKI, 1978;
PITTA-ALVAREZ et al., 2000).

Muitas espécies de solanaceas sdo empregadas na industria farmacéutica
para a extracdo dos seus alcaldides, principalmente a escopolamina, que entra na
fabricacdo de farmacos como: Buscopan, Buscoveran, Hioscina, Sedobion, entre
outros (MUHTADI et al., 1990).

Os primeiros passos para a producdo destes alcaldides por meio de
biotécnicas € o desenvolvimento de um protocolo eficiente de regeneracdo da
espécie.Uma série de fatores pode influenciar o potencial regenerativo de uma
espécie, como o0 gendtipo utilizado, concentracdes de reguladores de crescimento,
tipo de explante, meios de cultura e as condicbes de cultivo (PERES, 2002;
PARSAEIMEHR e ALIZADEH, 2010). Diversas fontes de explantes ja foram usadas



na embriogénese somatica: anteras, folhas, caules, hipocotilos, raizes,
inflorescéncias, gemas entre outros (GUERRA et al, 1999; NITHIYA e
AROCKIASAMY, 2007; AMIRI et al.,2011). Porém, na literatura, sdo escassos 0S
trabalhos que tenham avaliado o uso de embriées maduros como fonte de explante
em B. suaveolens. O uso de embrides maduros (sementes) tem como vantagem o
fato de estar disponivel ao longo do ano, podendo ser armazenado sem
necessidade de plantio de plantas estoque (RAHMAN et al., 2008).

Diante do exposto, as aclOes precursoras do uso desta espécie em
biofabricas, para a producdo comercial destes metabdlitos secundarios seriam a
realizacdo da caracterizacdo morfologica de plantas, frutos e sementes de B.
suaveolens, uma vez que este estudo caracteriza-se por ser o primeiro a ser
realizado com esta espécie na regido do municipio de Palotina - Pr. Num segundo
momento, e em continuidade ao primeiro, a avaliagio do comportamento
germinativo de suas sementes onde os efeitos de agentes fisicos e quimicos foram
avaliados na germinacao de embrides maduros, com vistas ao terceiro objetivo que
€ 0 estabelecimento de protocolo de regeneracéo eficiente de B. suaveolens usando

embrido como explante na cultura de tecidos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Brugmansia Suaveolens (Willd.) Bercht. & J. Presl|

A Brugmansia suaveolens foi descrita e publicada, originalmente, com o
nome de Datura suaveolens por Humboldt, Bonpland e Willdenow, no periédico
Enumeratio Plantarum Horti Botanici Berolinensisno ano de1809. Em 1823, 14 anos
depois, Bercht. & C. Presl chegaram a conclusdo de que os caracteres desta
espécie se enquadravam melhor ao género Brugmansia ao invés do género Datura,
fazendo entdo a respectiva modificacdo, que persiste até hoje - Brugmansia
suaveolens (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Bercht. & C. Presl. A publicacdo onde consta
essa atualizacdo se encontra no periodico da Cidade de Praga, Republica Checa, de
1823: O Prirozenosti rostlin 1:Solanac. 45. 1823 (MUSEU BOTANICO MUNICIPAL
DE CURITIBA,2011).

O nome do genéro Brugmansia, segundo Lopes, (2008), foi atribuido em
homenagem a Sebastian J. Brugmans, professor de Historia Natural em Leyden.
Suaveolens vem do latim “suavis” (doce, agradavel) e “olens” (cheiro, aromatico).

A espécie B. suaveolens é origindria das Ameéricas, provavelmente do
México (GONCALVES e LORENZI, 2007), e é conhecida como trombeteira, babado,
trombeta de anjo, copo de leite, zabumba branca, saia-branca, sete-saias, datura,
trombeta-rosa, trombeta-cheirosa (CORREA, 1984; OLIVEIRA et al., 1991).
Também foi descrita na bibliografia européia com os nomes populares trombetao,
cornucépia, chamico e rainha da noite (COSTA, 1994).

Segundo o Museu Botanico Municipal de Curitiba (2011), antigamente, até
meados de 1809, existia apenas o género Datura, apresentando flores eretas e
frutos com espinhos. Em 18230 género Datura, foi reclassificado e dividido em dois
géneros onde B. suaveolens teria como caracteristicas morfolégicas o fato de terem
flores grandes, péndulas ou inclinadas e seus frutos ndo possuirem espinhos.

E uma planta que possui hébito arbustivo de até 2-3 m de altura, caule
lenhoso e ramificado, folhas alternas, pecioladas, limbo ovalado a eliptico, margem
inteira ou sinuosa, com a base obtusa e geralmente assimétrica e o, apice agudo ou
acuminado com até 0,3 m de comprimento por 0,14 m de largura, pilosas em ambas
as faces quando novas e geralmente sem pélos na face superior quando mais
velhas (LOPES, 2008).



A Brugmansia suaveolens € um arbusto de vasta dispersdo, sendo
encontrado pela zona da mata pluvial da encosta atlantica, desde Minas Gerais até
o Rio Grande do Sul, podendo, ser distinguida pelas corolas simples ou multiplas e
pela coloracdo das mesmas (LOPES, 2008).

E cultivada para fins ornamentais, mas pode se tornar indesejavel devido a
sua toxicidade, quando cresce em areas de pastagens e terrenos baldios, aos
animais em geral (LORENZI, 2002). Geralmente se multiplica vegetativamente.

As flores sdo aromaticas, campanuladas e pendentes, com até 0,3 m de
comprimento (Figura 1). O calice é tubuloso, inflado e caduco, com até 0,12 m de
comprimento, possui cinco pequenos lobos na parte terminal, glabro e verde. A
corola possui lobos longamente caudados, de coloracdo geralmente

branca,amarelas ou réseas (LOPES, 2008).
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Figura 1. Brugmansia suaveolens, A - Branca B - Amarela C — Rosa
Fonte: Cleuza Montanucci /Fernando Furlan- Palotina—2009.

Segundo Reitz (1966), os estames encontram-se inseridos na base da corola,
inclusos, sendo as anteras conglutinadas. Os frutos sdo delgados fusiformes,
medindo de 100 al50 mm de comprimento, e cerca de 20 mm de diametro, lisos,

biloculares e indeiscentes (Figura 2). As sementes sdo angulosas e rugosas.

Figura 2. Fruto e semente da Brugmansia suaveolens. A- Fruto; B-Fruto seccionado;

C- Sementes

Fonte: Cleuza Montanucci /Fernando Furlan- Palotina—2010.



A propagagdo por sementes, conforme Reitz (1966)em geral ndo é
preferencial por ter grande variabilidade genética e desenvolvimento lento, enquanto
que por estacas, o desenvolvimento é mais homogéneo, garantindo maior
uniformidade até mesmo quanto a composicdo quimica da planta.

A B. suaveolens pode ser encontrada em terrenos baldios, orla de matas e
nas proximidades das habitagcbes. Desenvolve-se melhor em regides de clima
temperado até subtropical umido, crescendo freqientemente em lugares umidos,
como beira de rios e em varzeas umidas. Geadas podem ser prejudiciais, mas a
planta rebrota apés o periodo mais critico (LOPES, 2008).

Segundo Reitz (1966) o trombeteiro tem preferéncia por lugares onde o solo é
rico em nitrogénio, por isso, 0 mesmo € encontrado na natureza principalmente em
locais destruidos, por exemplo, apds destruicdo do “tapete de plantas” por
deslizamento de terra ou vendavais. Na maioria das vezes, sdo culturas secundarias
em lugares onde ha influéncia humana, ou em regidées de impacto pela atividade
humana, por exemplo, locais planos, ao redor de plantagdes, beira de estradas ou

em locais de despejo.

Figura 3. Brugmansia suaveolens em habitat natural. A- Area alagada. B - Area

ornamental.

Fonte: Cleuza Montanucci /Izabel Zadinelo- Palotina—2009

Segundo Lopes (2008), na regido que envolve os municipios de Pelotas, Rio
Grande, S&o Lourenco do Sul, Jaguardo, Cangucu e Tapes, no RS, observa-se que
B. suaveolens estd associada com vegetacdo onde domina a mamona (Ricinus
communis L. - Euphorbiaceae), espécie exética, e ipoméias (Ipomea purpurea Lam.

- Convolvulaceae).



A B. suaveolens deve ser cultivada, em solo fértil, arenoso e enriquecido com
matéria organica, regado a intervalos regulares. As adubacdes devem preceder a
floracdo e as podas devem ser realizadas apés a floragdo. B. suaveolens aprecia o
calor e a umidade, e € comum observa-lo naturalmente na beira de riachos. Pode-se
planta-la sob meia-sombra, mas as flores podem se tornar esparsas nesta situagdo
de luminosidade. Nao tolera o frio intenso, mas podem ser cultivadas em estufas.

Multiplica-se por sementes e estaquia (OLIVEIRA, 2009).

2.2 Cultura de Tecidos

“A cultura de tecidos € um processo, por meio do qual, fragmentos vegetais e
suas partes denominadas explantes séo isoladas dos organismos ou obtidas a partir
destes, sendo assepticamente cultivados em meio de cultura apropriado sob
condi¢cOes adequadas” (AMARAL e SILVA, 2003).

A cultura de tecidos é também denominada propagacéo de plantas in vitro.
Esta biotécnica pode ser usada com diversas finalidades: na conservagcdo e
avaliacdo do germoplasma; multiplicacdo de gendtipos para analise em
experimentos replicados; na obtencdo de variantes somaclonais; no intercambio de
germoplasma em condicfes assépticas; na obtencdo de transformantes via
engenharia genética; na introgressédo de genes de interesse para espécies-alvo; na
guebra de barreiras de incompatibilidade genética; na aceleracdo de programas de
melhoramento; na clonagem de gendtipos para teste de capacidade de combinacéo;
na obtencdo de duplo-hapléides, na obtencdo de plantas bioarreatoras e na
recuperacao de plantas livres de virus (FERREIRA et al., 1995).

A cultura de tecidos baseia-se no principio da totipotencialidade, onde cada
célula vegetal possui o potencial genético para reproduzir um organismo inteiro
(GUERRA, 2006). Tal caracteristica permite aos tecidos, células e 6rgaos vegetais
serem mantidos indefinidamente em cultura. Vasil et al.,(1979) relatam que algumas
células eram capazes de serem separadas do organismo e continuaram a crescer
independentemente, o que permite também a cultura de células in vitro.

A embriogénese somatica pode ser definida pelo processo pela qual células
haploides ou somaticas desenvolvem-se por meio de diferentes estadios
embriogénicos, dando origem a uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas e

nem conexdes vasculares com os tecidos maternos (GUERRA et al.,1999;



SANTANA et al., 2010). A embriogénese somatica pode ser usada para regenerar
cOpias da planta mée e na recuperacdo de plantas geneticamente transformadas
entre outras e se caracteriza por ser uma das técnicas aplicadas na cultura de
tecidos (GUERRA e NODARI,2006).

A embriogénese somatica pode ser dividida em: Direta - na qual os embrides
se originam diretamente dos tecidos, sem a proliferacdo de calos; Indireta- na qual
ocorre a formacdo de calos (calogénese), que € mantido e proliferado antes do
desenvolvimento dos embrides. Em ambos os casos, os embrides passam pelo
estado globular, cordiforme e torpedo seguido pela formagéo da planta (COLLIN e
GROSSER, 1984).

A iniciacé@o e o desenvolvimento de embrides sométicos em sistemas in vitro
foi obtida quase simultaneamente por Steward et al.,(1958) e por Reinert (1959), em
Daucus carota. No final dos anos 70, a ocorréncia deste padrdo morfogenético ja era
relatada para 32 familias, 81 géneros e 132 espécies vegetais (GUERRA et
al.,1999).

Diversas fontes de explantes ja foram usadas na embriogénese somaética:
anteras, folhas, caules, hipocdtilos, raizes, inflorescéncias, gemas e embrides entre
outros (GUERRA et al., 1999; NITHIYA e AROCKIASAMY, 2007; AMIRI et al.,2011).

Alguns autores relatam que a embriogénese somatica seria favorecida pela
presenca de uma auxina forte no meio de cultura. Segundo Vasil (1982), a
competéncia embriogenética é aparentemente adquirida durante o periodo inicial em
cultura na presenca de altos niveis de auxina, onde potencialmente o 2,4-D seria 0
agente. Contudo, a expressao da embriogénese somatica somente ocorreria na
presenca de baixos niveis deste regulador, pois a auxina inibiria 0 desenvolvimento
subsequente dos embrides (GUERRA et al.,1999). Outros autores relatam que
varias combinagdes destes hormonios, em diferentes espécies ou mesmo dentro de
cultivares de uma espécie promoveriam o desenvolvimento de embrides somaticos
em plantas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990; DAMIAO FILHO, 1995).

Diversos trabalhos na literatura ja foram realizados com embriogénese
somatica em Datura: Datura stramonium L. (REDDY e DHAMAYANTHI, 2001;
PARSAEIMEHR e ALIZADEH, 2010; SUNDAR e JAWAHAR, 2010; AMIRI et al.,
2011); Datura insignis (DOS SANTOS et al.,1990; FIGUEREDO e ESQUIBEL.,1989;
NITHIYA e AROCKIASAMY, 2007); Datura metel (DE et al., 2003; MUTHUKUMAR
et al., 2000); Datura innoxia (ZAYEDA et al., 2006). Em Brugmansia spexistem



relatos de trabalhos com a transformacdo genética de raizes (Agrobacterium
rhizogenes) visando a producdo de alcaldides (NINO et al., 2003; ZAYED e WINK,
2004), porém trabalhos na literatura sobre protocolos de embriogénese somatica
nesta espécie ndo foram encontrados.

Varios fatores podem afetar a performance de diferentes espécies em cultivo
in vitro: composicdo de macro e micronutrientes, vitaminas, aminoacidos ou outras
fontes suplementares, acucares, compostos organicos, agentes geleificantes e
reguladores de crescimento (PERES, 2002; PARSAEIMEHR e ALIZADEH, 2010).
Varias formulagbes de meios de cultura sdo comumente utlizadas, mas
costumeiramente utiliza-se sacarose como fonte de glicose e uma auxina e/ou
citocinina para a inducdo a multiplicacdo celular (MURASHIGE e SKOOG, 1962;
SHOO, 1972; WHITE, 1963).

Além destes, outros fatores também sdo determinantes na performance de
plantas em cultura de tecido: a desinfestacdo das sementes para evitar a
contaminacdo pela presenca de micro-organismos externos e internos a superficie
das sementes e as condi¢ces de incubacao onde luz, temperatura e transplante séao
0s mais importantes (FERREIRA e HU, 1998; AMIRI et al., 2011).

Diversos tipos de desinfetantes podem ser usados na cultura de tecidos. O
mais usualmente citado € a desinfec¢do por imersdo em hipoclorito de sédio a 20%
e em seguida o alcool a 70%, variando-se o tempo de imersdo do explante
dependendo da espécie (PARSAEIMEHR e ALIZADEH, 2010, AMIRI et al., 2011).

Embora a temperatura tenha um maior efeito no crescimento e
desenvolvimento em ambos os tipos de crescimentos: in vivo e in vitro, este fator
nao tem sido examinado minuciosamente, pois a maioria dos trabalhos descreve
protocolos de regeneracdo com temperaturas constantes de 20 a 30°C (TAMAS et
al., 2004). A luz, outro fator determinante no desenvolvimento vegetal, aparece
descrita de modo generalizado em relacdo as necessidades 6timas de cada espécie
para crescimento e diferenciacio (TAMAS et al., 2004). Porém, diferentes espécies
podem apresentar temperaturas e condicbes de luminosidade o6timas peculiares,
principalmente na fase de inducdo, crescimento e regeneracdo de plantas
(CHALUPA, 1987).

Uma maneira arbitraria de determinar a necessidade de luz para a espécie é
a observar a natureza da cobertura in situ que envolvem o embrido e adotar a

incubacdo no escuro se a espessura dos tecidos envolventes for suficiente para



barrar a maior parte da penetragédo da luz incidente e usar a incubacéo na luz, caso
os tecidos envolventes sejam translicidos (FERREIRA e HU, 1998). Usualmente,
nas camaras de cultivo a intensidade luminosa é de 3 a 5 W m?ORTOLAN et
al.,2007).

A maioria dos pesquisadores arbitrariamente escolhe a temperatura de
incubacdo de 25°C, n&o importando o tipo de planta. Esta temperatura parece
possibilitar a embriogénese e a germinacdo, embora ndo seja necessariamente
Otima para o desenvolvimento da espécie (FERREIRA e HU,1998).

A total compreensao dos fatores que afetam o processo de embriogénese
somatica nesta espécie e a elaboracdo de protocolo eficiente de regeneracdo de
plantas é imprescindivel para a aplicacdo de biotécnicas com o objetivo de produzir

metabdlitos secundarios para uso comercial.

2.3 Germinacao

Entende-se por germinacdo a capacidade da semente de produzir uma plantula
que, pelas caracteristicas de suas estruturas essenciais demonstre sua aptidao para
produzir planta normal sob condi¢des favoraveis de campo. A germinacgédo € avaliada
pelo teste de germinacdo no qual sdo oferecidas as sementes, as mais favoraveis
condicBes ambientais de modo a obter a maxima germinacédo possivel (POPINIGIS,
1985).

A germinacdo é uma sequéncia de eventos fisiolégicos influenciada por
fatores externos (ambientais) e internos (dorméncia, inibidores e promotores da
germinacdo) as sementes: cada fator pode atuar por si ou em interacdo com 0s
demais. Em sintese, tendo-se uma semente viavel em repouso, por quiescéncia ou
dorméncia,quando séo satisfeitas uma série de condi¢cbes externas (do ambiente) e
internas (intrinsecas do individuo), ocorrera o crescimento do embrido, o qual
conduzira a germinagdo. Por isso, do ponto de vista fisiolégico, germinar é
simplesmente sair do repouso e entrar em atividade metabdlica (NASSIF et al.,
2011).

Entre os fatores extrinsecos, a luz, disponibilidade de agua, o oxigénio e a
temperatura sdo de grande importancia para a germinagao de sementes, sendo esta
também afetada pelos fatores intrinsecos, como: impermeabilidade do tegumento,



imaturidade fisiol6gica e presenca de substancias inibidoras (BEWLEY e BLACK,
1982; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

A primeira condicdo para a germinacdo de uma semente viavel e néo
dormente é a disponibilidade de &agua para sua reidratacdo. O aumento das
atividades respiratérias da semente a um nivel capaz de sustentar o crescimento do
embrido, com fornecimento suficiente de energia e de substancias organicas,
depende do aumento do grau de hidratacdo dos seus tecidos. A embebicdo € um
tipo de difusdo que ocorre quando as sementes absorvem agua. Difusdo é o
movimento, ao acaso, de particulas de determinada substancia, distribuindo-se
uniformemente num espacgo disponivel. As caracteristicas do processo de
embebicdo sdo o aumento do volume da semente e liberacdo de calor, pelo
processo exotérmico (POPINIGIS, 1985).

A velocidade de absorcdo de agua varia com a espécie, com o namero de
poros distribuidos sobre a superficie do tegumento, disponibilidade de &agua,
temperatura, pressdo hidrostatica, éarea de contato semente/agua, forcas
intermoleculares, composicdo quimica e qualidade fisiolégica da semente
(POPINIGIS, 1985). O movimento da agua para o interior da semente é devido tanto
ao processo de capilaridade quanto de difusédo e ocorre do sentido do maior para o
menor potencial hidrico. Assim sendo, a embebicdo é essencialmente um processo
fisico relacionado as caracteristicas de permeabilidade do tegumento e das
propriedades dos coléides que constituem as sementes, cuja hidratacdo é uma de
suas primeiras consequéncias (NASSIF et al., 2011).

Outro fator de importancia é a luz e a sensibilidade das sementes a luz varia
com a espécie (BENVENUTI e MACHIA, 1997). Para Bewley e Black (1994),
dependendo da espécie, as sementes podem germinar somente apos longas
exposicdes a luz ou apenas com breve exposicao no escuro ou com periodos de luz
e escuro, sendo muitas sementes indiferentes a luz. A percepcdao, interpretacao e
transducdo dos sinais luminosos sdo captados por fotorreceptores, sendo o
fitocromo o principal deles (KENDRICK e KRONENBERG, 1994). A resposta das
sementes a luz é variavel, podendo ser fotoblasticas positivas, negativas ou neutras
(MANCINELLI, 1994; SILVA et al., 1997).

O fitocromo é o pigmento envolvido nas respostas fotoblasticas, ocorrendo
basicamente sob duas formas interconversiveis: a forma Fv, que é considerada

fisiologicamente inativa, com pico de absorcéo na regidao do vermelho (660 nm), e a



forma Fve, cujo pico de absor¢céo se encontra na faixa do vermelho extremo (ao
redor de 730 nm), sendo considerada a forma ativa do fitocromo (BORTHWICK et
al., 1972).

Com relacdo a temperatura, esta pode afetar as reacdes bioquimicas que
determinam todo o processo germinativo. As sementes apresentam capacidade
germinativa em limites bem definidos de temperatura, varidvel de espécie para
espécie, que caracterizam sua distribuicdo geografica. Assim, a germinacdo de uma
semente depende da temperatura. No estudo dessa dependéncia, € de grande
interesse ecofisiologico a determinacdo das temperaturas minima, 6tima e maxima.
A temperatura 6tima pode ser aquela em que a maior germinacao € alcancada no
menor tempo. As temperaturas extremas (abaixo e acima da temperatura 6tima) séao
aguelas onde as sementes ndo conseguem germinar mais.

Para a maioria das espécies tropicais a temperatura 6tima de germinacao
encontra-se entre 15 e 30°C. A maxima varia entre 35 e 40°C, podendo a minima
chegar ao ponto de congelamento. De maneira geral, temperaturas abaixo da 6tima
reduzem a velocidade de germinacdo, resultando em alteracdo da uniformidade de
emergéncia, talvez em razdo do aumento do tempo de exposicdo ao ataque de
patégenos. Por outro lado, temperaturas acima da 6tima aumentam a velocidade de
germinacdo, embora somente as sementes mais vigorosas consigam germinar
(NASSIF et al., 2011).

2.3.1Dorméncia e Quiescéncia

As sementes da maioria das espécies germinam prontamente quando lhe
sdo dadas condi¢bes ambientais favoraveis. Nestas, o processo de germinagdo nao
ocorre tdo somente por que um fator ambiental encontra-se desfavoravel, ou seja,
geralmente por que a semente € mantida seca (insuficiente disponibilidade de agua)
Nestas condi¢cdes sdo denominadas no estado quiescente. Tao logo este fator torna-
se favoravel (por exemplo, a reidratacdo da semente) a semente quiescente
abandona este estado e germina. Quando as sementes ndo germinam, embora
colocadas sob condicdbes ambientais favoraveis a sua germinacdo elas sao
denominadas dormentes (POPINIGIS, 1985; BASKIN e BASKIN, 2004).

As sementes dormentes apresentam alguma restricdo interna ou sistémica a

germinacao, restricdo essa que deve ser superada por intermédio de um processo



conhecido como pds-maturacdo ou quebra de dorméncia, para que a semente fique
apta a germinar. Assim, enquanto a dorméncia seria causada por um bloqueio
situado na propria semente ou unidade de dispersédo, a quiescéncia seria provocada
pela auséncia ou insuficiéncia de um ou mais fatores externos (particularmente,
condicbes atmosféricas, temperatura e A&gua), necessarios a germinagao
(CARDOSO, 2004).

Em linhas gerais, existem bloqueios de natureza fotoquimica ou bioquimica
(a chamada "dorméncia fisioldgica"), de natureza difusiva ("dorméncia fisica",
relacionada a resisténcia do tegumento e/ou envoltérios da semente a difusdo de
substancias) e de natureza morfoldgica ("dorméncia morfologica”, quando a semente
€ dispersa com o0 embrido ainda subdesenvolvido). A maior parte das discussdes
sobre dorméncia refere-se a dorméncia fisiolégica, ao passo que as dorméncias
fisica e morfoldgica - ainda que respondam por uma parcela expressiva dos casos
conhecidos de dorméncia, especialmente em espécies tropicais - sdo muitas vezes
tratadas de maneira ambigua, ou nem séo reconhecidas como tipos de dorméncia
(CARDOSO, 2004).

Labouriau (1983)dividiu os tipos de dorméncia em dois tipos: a dorméncia
induzida ou primaria que se estabeleceria na semente antes de sua dispersao; e a
secundaria, que se instalaria na semente apdés a dispersdo. No primeiro caso,
portanto, a semente € dispersa da planta-mae ja em estado dormente, exigindo
tratamentos ou condi¢cdes especificas para se tornar uma semente quiescente, isto
€, capaz de germinar em condi¢cdes ambientais favoraveis. No segundo caso, duas
situacbes podem ocorrer: a semente com dorméncia primaria perde a dorméncia
apos a dispersdo, mas, sob uma condicdo desfavoravel a germinacdo, adquire
novamente dorméncia; ou a semente é dispersa sem qualquer tipo de dorméncia,
passando a dormente sob uma condicdo desfavoravel ou estressante. Em
circunstancias naturais, parece que a primeira alternativa para a instalacdo da
dorméncia secundaria € a mais frequiente, contribuindo para o aparecimento de um
fenbmeno conhecido como "dorméncia ciclica". Esse fenémeno, descrito
principalmente em espécies invasoras de clima temperado, refere-se a alternancia
gradual entre os estados de ndo-dorméncia e dorméncia em sementes enterradas,
ao longo do ano.

Além das dorméncias priméaria e secundaria, Vegis (1964)definiu uma

terceira modalidade: a dorméncia imposta, quando a semente ndo germina por uma



bY

condicdo adversa do ambiente. Baskin e Baskin (2004) utilizam a expresséo
"quiescéncia imposta”, ao invés de "dorméncia imposta", jA que a auséncia de
germinacao estaria relacionada a insuficiéncia de fatores como disponibilidade de
agua, temperatura e/ou aeracao, 0 que seria mais apropriadamente descrito como
quiescéncia, e ndo como dorméncia.

Vegis (1964) relacionou dorméncia - especificamente, dorméncia fisioldgica
- com a capacidade de uma semente germinar em resposta a temperatura. Essa
resposta é normalmente limitada pelas chamadas "temperaturas cardeais"”, a saber,
as temperaturas minima (Tmin), temperatura 6tima (To) e temperatura maxima
(Tmax) para que uma semente germine. Assim, a germinacao ocorrera desde que a
temperatura ambiente esteja situada em um intervalo que vai de Tmin a Tmax.
Entdo, quanto mais dormente a semente, mais estreita deve ser a amplitude térmica
na qual ela germina, ou seja, menor a diferenga entre Tmin e Tmax, até a condigédo
de dorméncia total ou absoluta, quando Tmin tende a se igualar a Tmax.

A expressao "dorméncia relativa" também tem sido utilizada para descrever
a variacao na sensibilidade da semente a fatores ambientais. Assim, uma semente
pode ter sua dorméncia térmica quebrada (ha um alargamento da "janela" térmica
dentro da qual a semente esta apta a germinar), mas continua necessitando de
outros fatores (luz, por exemplo) para transformar-se em uma plantula. Casos em
gue a semente necessita de luz para germinar em uma dada temperatura, mas é
indiferente a luz em outra temperatura, sdo exemplos de dorméncia relativa
(LABOURIAU, 1983). Baskin e Baskin (2004) definem a dorméncia relativa (ou
condicional) como um estagio intermediario entre dorméncia primaria e néo-
dorméncia, ou entre este Ultimo estado e a dorméncia secundaria, sendo que a
semente em dorméncia relativa ndo conseguiria germinar em uma faixa de
condicbes ambientais tdo amplas como o faria a semente quiescente. Por sua vez, a
resposta ao ambiente depende intrinsecamente de flutuagcbes enddgenas no
embrido (i.e., da capacidade de resposta da semente).

Os testes avaliando o potencial germinativo nas diferentes espécies sao de
grande valor por compararem lotes de sementes para a comercializagdo, para o
calculo de densidade de semeadura e na producédo de mudas onde a selecéo prévia
da planta matriz for essencial além de outros (POPINIGIS, 1985; FERREIRA et
al.,2004). Na cultura de tecidos in vitro, o conhecimento da performance de

germinacdo de sementes se constituem no primeiro passo para a elaboracédo de



protocolos de regeneracdo de plantas usando embrides maduros com vistas a

aumentar a eficiéncia do processo (OLIVEIRA et al., 2006).

2.4 Reguladores do crescimento vegetal

A forma e a funcdo dos organismos multicelulares ndo poderiam ser mantidas
sem uma eficiente comunicacdo entre células, tecidos e oOrgaos. Nos vegetais
superiores, a regulacdo do metabolismo, o crescimento e morfogénese muitas vezes
dependem de sinais quimicos de uma parte da planta para outra. Esta idéia surgiu
no século XIX com o botanico alemdo Julius Von Sachs (1832-1897) (TAIZ e
ZEIGER, 2004).

Os autores propuseram que mensageiros quimicos Sdo responsaveis pela
formacao e pelo crescimento de diferentes 6rgdos vegetais. Sugeriram também que
os fatores externos, como gravidade, poderiam afetar a distribuicdo dessas
substancias na planta. Embora ndo se soubesse a identidade desses mensageiros
quimicos, estas idéias levaram a descoberta definitiva desses compostos(TAIZ e
ZEIGER, 2004).

Muitos dos conceitos atuais sobre comunicacdo intercelular em plantas
derivaram de estudos semelhantes em animais. Nestes mensageiros quimicos que
funcionam como mediadores na comunicacao intercelular sdo chamados de
horménios, os quais interagem com proteinas especificas, denominadas receptores
(JIMENEZ et al.,2001;GUERRA e NODARI, 2006).

Os vegetais também produzem moléculas sinalizadoras, os horménios,
responsaveis por efeitos marcantes no desenvolvimento em concentragdes bastante
pequenas. Até pouco tempo, acreditava-se que o desenvolvimento vegetal era
regulado por apenas cinco tipos de hormoénios: auxinas, giberilinas, citocininas,
etileno e acido abscisico (LIZT e JARRET, 1993). Entretanto, atualmente, ha fortes
evidéncias indicando a existéncia de horménios vegetais esterdides, o0s
brassinoesterdides, que produzem uma ampla gama de efeitos morfolégicos no
desenvolvimento vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Outro conceito importante € o dos reguladores vegetais que sdo substancias
quimicas sintéticas com efeito sobre o metabolismo vegetal, agindo de forma similar

aos hormonios vegetais. Seu uso na agricultura tem mostrado grande potencial no



aumento da produtividade e na melhora do manejo cultural (HESS e CARMAN,1998;
TAIZ e ZEIGER, 2004).

A aplicacdo dos reguladores pode ser diretamente nas plantas (folhas,
semente, frutos, caules e raizes) interferindo em processos como germinacao,
enraizamento, floracdo, frutificacdo e senescéncia, e também pode ser utilizado na
organogenése somética, embriogénese zigbtica e embriogénese somética, com o
objetivo de obter calogénese e regeneracdo de plantas (LIZT e JARRET, 1993;
LAMAS, 2001; GUERRA e NODARI, 2006).

As auxinas foram o primeiro tipo de regulador de crescimento identificado. As
auxinas mais usadas sao: 2,4-D (acido diclorofenoxiacético), AIA (acido indol-3-
acético), IBA (acido indol-3-butirico), ANA (acido naftalnoacético), 2,4,5-T (2,4,5-
triclorofenoxiacético),4-CPA (acido clorofenoxiacético) e picloran (AMAMIRATO et
al.,1971; LIZT e JARRET, 1993;GUERRA e NODARI, 1999).

O balanco de auxinas/citocininas (alto/baixo)favorecem o enraizamento e o
balanco inverso promove a formacdo de parte aérea. Concentracbes iguais
promovem a producdo de calos (GUERRA e NODARI, 2006). Nos embribes
imaturos e maduros, uma alta concentragcdo de auxinas (2,4-D ou &cido 2,4-
diclofenoxiacético) € necessaria para a germinacédo ou inducdo a formacéao e calos e
tem o efeito de supressao da morfogénese (EVANS et al.,1981).

As citocininas sdo derivadas da adenina (aminopurina) e tém um papel
fundamental na diferenciacdo e regeneracdo de plantas na maioria das espécies
(Santiago, 2001). Induzem a divisdo celular, proliferacdo e morfogénese da parte
aérea. As citocininas mais usadas em cultura de tecidos sdo a cinetina (KIN),
benziladenina (BA), zeatina (Zea), isopentenil adenina (2ip) e thidiazuron (TDZ)
(GUERRA e NODARI, 2006). Fijimura et al.,(1980) sugeriram que as citocininas séo
essenciais para a maturacdo e germinacdo de embrides somaticos em diversas
espécies vegetais.

O acido giberélico (GA3) € usado, algumas vezes, em cultura de meristemas,
na recuperagcdo de plantas livres de virus. Alguns autores relataram o uso de GA3
para ajudar na maturacdo normal e na germinacdo de embrides somaticos em
gramineas (LU et al.,1981). O acido abscisico (ABA) descrito por estar envolvido na
dorméncia e abscisdo de folhas e frutos ou reducao do crescimento vegetal (HESS e
CARMAN, 1998). Na cultura de tecidos o papel deste composto esta envolvido

principalmente na maturacdo de embrides obtidos na embriogénese somatica.



Na maioria das espécies, j4 estdo descritos protocolos e informages sobre
concentracdes adequadas de reguladores de crescimento com objetivo da cultura de
tecidos (LITZ e JARRET, 1993; GUERRA e NODARI, 1999, 2006). Em Daturasp.
sédo relatados na literatura diversos estudos sobre cultura in vitro visando a
organogénese, embriogénese e regeneracdo de plantas (ZAYEDA et al.,
2006;NITTHIYA e AROCKIASAMY, 2010;SUNDAR e JAWAHAR,2010). Quanto ao
tipo e concentracdo de reguladores de crescimento, as concentracfes de
reguladores de crescimento nos meios podem variar de 0,01 a 10 mg/L com
concentracdes variando de 1 a 3 mg L'de 2,4-D (PARSAEIMEHR e ALIZADEH,
2010) e 0-1 mg L™ de KIN e 1-2 mg L™ (AMIRI et al., 2011). Outros ainda, avaliaram
o efeito de outros reguladores de crescimento: 2,26-3,98 mg L™*( 2,4-D) e 3,36 mg L
'BAP em Datura stramonium (SUNDAR e JAWAHAR, 2010); 1- 4 mg L™ (BAP, IAA e
GA3) combinados em Datura metel (NITHIYA e AROCKIASAMY, 2010),1-5 mg L
L(NAA, BA, KIN e 2,4-D)(EI-RAHMAN et al., 2008).

Especificamente para Brugmansia suaveolens h& poucas informagfes sobre
0 uso de reguladores de crescimento, na cultura de tecidos para a regeneragao de
plantas, pela embriogénese somética. Alguns autores relatam concentracdes de 3
mg L™ de NAA em Brugmansia candida (NINO et al., 2003), e 0,5 de BA 1 mg L™ de
IAA (ZAYEDA et al., 2006), ambos visando a cultura de raizes in vitro.

A obtencdo de um protocolo, com definicbes corretas quanto ao tipo e
concentracbes de reguladores adequadas a esta cultura, sdo pertinentes pois,
representam o passo inicial para a aplicacdo de estratégias biotecnoldgicas para

qualquer cultura.
2.5 Biofébricas

Na atualidade, denomina-se biofabricas, ao processo de obtencdo de
moléculas a partir de plantas de onde serdo extraidas e purificadas para a aplicacéo
medicinal, petrolifera ou agron6mica, depois de realizados todos os testes e
experimentos cientificos, além, de rigorosa avaliacdo da biosseguranca, segundo a
legislacdo especifica vigente no pais (PEEBLES, 2007).

As plantas que produzem estas moléculas, denominados de metabdlitos
secundarios, para propésitos especificos que incluem mecanismos de defesa contra

insetos e patdgenos, protecdo contra dano da radiacdo UV, para atracdo de



polinizadores, sobrevivéncia a condicdes de estresses abibticos entre outras
(BOUGAUD et al., 2001; KIM et al., 2002).

Os metabdlitos secundarios sdo classificados geralmente de acordo com a
sua via biossintética (HARBONE, 1999; BOUGAUD et al.,2001). Trés grandes
familias sdo consideradas: compostos fendlicos, terpenos e alcaldides. Em especial,
os alcaldides tém distribuicdo cosmopolita no reino animal e devido as suas grandes
aplicacdes farmacéuticas, tem sido utilizado por séculos na medicina tradicional. Os
alcaldides correspondem a compostos valiosos usados como farmacos, cosméticos,
quimica fina e ultimamente nutracéuticos (BOUGAUD et al., 2001).

A producédo da hioscina ocorre nas raizes enquanto a transformacao desta em
escopolamina ocorre no periciclo em algumas espécies (KANEGAE et al.,1994) e
nas partes aéreas em outras (PARR et al.,1990; HASHIMOTO et al., 1991; FLORES
et al.,1993). Outros autores sugerem que a producdo ocorreria nas raizes e depois
migraria para as partes aéreas (YUKIMUNE et al., 1994; YONG et al., 2008).

A producdo em escala industrial de biofarmacos iniciou-se entre 1976 a 1986
(ZRYD, 1988). Bougaud et al., (2001) citam varios gargalos no uso na producao
comercial destes metabdlitos secundarios: 1) a obtencéo de protocolos eficientes de
cultivo in vitro de células, calos, raizes, partes vegetais; 2) o uso de moléculas
recombinantes depende do conhecimento totalizado das vias metabdlicas e das
enzimas envolvidas e 3) o alto custo de biorreatores e a manutencdo da assepsia
nestes durante o processo de producao de metabdlitos.

A obtencdo destas moléculas por muito tempo foi por plantio convencional de
plantas medicinais. Todavia, as plantas originarias de acessos particulares nao
podem ser cultivados em tal sistema devido a presenca de pragas e doencas
(VERPOORTE, 2000). Outro fator é a baixa produtividade do metabdlito por massa
fresca obtida por fatores como estresses abioticos e bidticos que podem alterar a
producao pela planta destas moléculas

Estudos envolvendo a transformacéo genética de plantas com Agrobacterium
rhizogenes ainda sdo escassos em B. suaveolens. Esta biotécnica teria como
vantagem transformar plantas cujos principios ativos se encontram em suas partes
subterraneas, como ocorre com a hioscina e escopolamina (AMARAL e SILVA,
2003).



CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E AVALIACAO DE GERMINACAO DE
SEMENTES DE Brugmansia suaveolens (Willd.) Bercht. & J. Pres| SOB
DIFERENTES TRATAMENTOS

RESUMO

Brugmansia suaveolens € uma planta ornamental, de interesse biotecnoldgico, e
considerada toxica, da familia das Solanaceae, conhecida popularmente como
trombeteira.O conhecimento das caracteristicas morfologicas a “performance” de
germinacdo e viabilidade de sementes se constituem no primeiro passo para a
adocado de técnicas biotecnoldgicas em qualquer espécie. Este trabalho teve como
objetivos: a caracterizacdo morfologica de acessos e a avaliacdo do comportamento
germinativo das sementes B. suaveolens ategumentadas in vitro sob diferentes
condicBes de tratamento: acondicionamento a 4°C e 50°C, acido sulfurico a 50%,
embebicdo em agua e &cido giberélico em meio de cultura. A germinagado
acumulada foi avaliada ap6s 14, 21, 28, 35 e 42 dias.Como resultados obtidos, 22
individuos foram coletados e agrupados em trés diferentes grupos, diferindo apenas
nas cores das flores. Os frutos apresentaram caracteristicas biométricas, com
valores médios de 975 mm de comprimento, 189 mm de diametro e 6.99 g de
massa, as sementes de 789 mm de comprimento, 6,00 mm de diametro, 3,04 mm de
espessura e massa de 0.39 g. O periodo estimado para o inicio do processo
germinativo sem a presenca do tegumento foi de 14 dias. Em todos os tratamentos
observou-se uma germinagdo acumulada aumentada. Em relacdo ao efeito dos
tratamentos pode-se observar que temperaturas de 4°C e temperaturas de 50°C nao
propiciaram diferencas estatisticas entre os tratamentos. A exposicdo ao &cido
sulfarico e a embebicdo das sementes em agua por periodos maiores reduziram a
germinacdo. A presenca do acido giberélico promoveu a inibicdo do
desenvolvimento dos embrifes in vitro.

Palavras chave: Acido sulfurico, embebicdo de sementes, &cido giberélico,
tegumento, altas temperaturas



MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF Brugmansia
suaveolens (Willd.) Bercht. & J. Pres| SEED’s GERMINATIONIN DIFFERENT
TREATMENTS

ABSTRACT

Brugmansia suaveolens is an ornamental plant, of biotechnological interest, and
considered toxic, the family Solanaceae, commonly known as trumpet. Knowledge of
the morphological features and the performance of seeds germination is the first step
towards adopting biotechnology in any species. This study aimed to characterize the
morphological evaluation of specimens and in vitro germination indicesin B.
suaveolens under different conditions of treatments: packaging at 4 °C and 50 °C,
50% sulfuric acid, soaking in water and gibberellic acid in the culture medium. The
cumulative germination was evaluated after 14, 21, 28, 35 and 42 days. In treated
seeds, the teguments were removed and the seeds were cultured in vitro.As results,
22 individuals were collected and grouped into three different groups, differing only in
the flowers colors. Fruits had as biometric characteristics mean values of 975 mm in
length, 189 mm in diameter and 6.99 g of weight. Seeds presented 7.89 mm length,
6.00 mm in diameter, 3.04 mm in thickness and mass of 0.39 g in average. The
estimated period for germination initiation process without the presence of the
tegument was 14 days. In all treatments there was an increase in cumulative
germination. Regarding the effect of treatments it was observed that temperatures of
4 °C and 50 °C did not promote differences among treatments. Exposure to sulfuric
acid and soaking the seeds in water for longer periods reduced germination. The
presence of gibberellic acid caused inhibition of embryo development in vitro.

Keywords: Sulfuric acid, soaked seed, gibberellic acid, tegument, high temperatures



3.1 INTRODUCAO

A Brugmansia suaveolens € uma planta ornamental, medicinal, de interesse
biotecnolégico e considerada téxica, da familia das Solanaceae, conhecida
popularmente como saia-branca copo de leite, trombeteira, babado, zabumba
branca, sete-saias, entre outras. E um arbusto semi-lenhoso, de 2-3 m de altura,
com folhas grandes, alongadas e finas (CORREA, 1984).

Espécies do género Brugmansia apresentam os alcaldides atropina e
escopolamina. Ambos sdo ésteres organicos formados pela combinacdo de um
acido aromatico, o acido trépico, e das bases complexas tropina e escopina,
utilizados na producédo de medicamentos (GILMAN et al., 1980).

A industria de medicamentos tem grande interesse pelas plantas medicinais e
na pesquisa da biotecnologia para a obtencdo de compostos ou moléculas de
interesse industrial (CHAND et al., 1997).

O conhecimento das caracteristicas morfolégicas e ecofisiologicas de plantas
da espécie B.suaveolens que ocorrem na regido oeste do Parana-Brasil € o primeiro
passo para 0 uso desta espécie com finalidade biotecnolégica. A falta de
informacdes basicas sobre as espécies nativas dificulta o aproveitamento destas em
programas de uso biotecnolégicos (OLIVEIRA et al., 2006). Na regido oeste do
Parand, até o momento nenhum estudo foi conduzido com o intuito de realizar a
caracterizacao das espécies de Brugmansia nativas.

A semente € o principal meio para a reproducdo da maioria das espécies
lenhosas e suas caracteristicas morfolégicas externas, por ndo variarem com as
condicbes ambientais sdo importantes para auxiliar a identificacdo da familia, género
e espécie, além de seu conhecimento poder auxiliar os estudos de germinacao e
armazenamento e os métodos de cultivo (GROTH, 1985; AMORIM et al., 1997).

Como a producdo de sementes € limitada no tempo, o estudo da sua
“‘performance” frente a germinacdo é de fundamental importancia, pois quando
conservadas por determinados periodos e condi¢cdes podem perder sua capacidade
germinativa. Para verificar a qualidade das sementes é necessario aplicar o teste de
germinacao, realizado em laboratorio, que determina em uma amostra a proporgao

de sementes vivas e capazes de produzir plantas normais sob condi¢des favoraveis.



Quando se trabalha com espécies nativas, os resultados sdo mais complexos em
relacdo a germinacao para serem interpretados (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

O conhecimento das caracteristicas morfolégicas e a “performance” de
germinacao e viabilidade de sementes se constituem no primeiro passo para a
adocdo de técnicas biotecnolégicas como a cultura de tecidos in vitro e a
transformacdo genética para a producdo de metabdlitos secundarios em escala
comercial (VERPOORTE, 2000).

Levando-se em consideracdo a necessidade do melhor conhecimento das
espécies nativas de Brugmansia suaveolens na regido oeste do Estado do Parana,
este trabalho teve como objetivos a caracterizacdo morfolégica de acessos do
municipio de Palotina-PR e a avaliacdo do comportamento germinativo de suas

sementes in vitro sob diferentes condigdes.



3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Bioquimica e Genética
(LABIOGEN) e no Laboratério de Taxonomia e Sistematica da Universidade Federal

do Parana — Campus Palotina, no periodo janeiro a novembro de 2010.

3.2.1Caracterizacdo morfolégica de acessos coletados de Brugmansia suaveolens
Para a realizacéo do estudo, acessos de B.suaveolens foram coletados em

propriedades particulares, rurais e urbanas no municipio de Palotina, Parana -Brasil,

conforme Tabela 01.

Tabela 1. Locais de coletas da Brugmansia suaveolens no municipio de Palotina —

PR.
Proprietarios Localidade Area Variedade Ambiente
1 Alcideo Lupenowo Linha Sdo Camilo Rural Rosa Ornamental
2 Alcideo Lupenowo Linha Sdo Camilo Rural Branca Ornamental
3 Izabel Montanucci Linha Sdo Camilo Rural Amarela Ornamental
4 I1zabel Montanucci Linha Sdo Camilo Rural Branca Ornamental
5 Izabel Montanucci Linha S&o Camilo Rural Rosa Ornamental
6 Orlanda Grows Linha Sdo Camilo Rural Branca Ornamental
7 Olinda Strhoer Linha Sdo Camilo Rural Branca Ornamental
8 Aliane Camilo Mendonga Linha Sdo Camilo Rural Branca Ornamental
9 Rita Ap. Silva Souza Linha Sao Camilo Rural Branca Ornamental
10 Dirce Ritter Centro Urbana Rosa Ornamental
11 Rio Santa Fé Centro Urbana Amarela Barranco de Rio
12 Rio Santa Fé Centro Urbana Rosa Barranco de Rio
13 Ilvone Bernardi Centro Urbana Rosa Ornamental
14 Ilvone Bernardi Centro Urbana Amarela Ornamental
15 Cristina dos S. Rech Centro Urbana Branca Ornamental
16 Benedita Veloso Centro Urbana Branca Ornamental
17 Cristina Brandt Centro Urbana Amarela Ornamental
18 Luis Mioto Centro Urbana Amarela Ornamental
19 Valle Cruz Centro Urbana Branca Ornamental
20 Rio Pioneiro Linha Pioneiro Rural Branca Barranco de Rio
21 Abel Zadinelo Linha Dois Irmé&os Rural Branca Barranco de Rio
22 Salvador De Bordoli Linha Santa Luzia Rural Branca Barranco de Rio




Para a coleta, foram utilizadas tesoura de poda e prensas de campo. Apés a
coleta, o material devidamente prensado foi colocado em estufas, onde permaneceu
sob temperatura constante proxima a 50 °C até completa desidratacdo. Apos a
secagem, as plantas foram fixadas em cartolinas brancas, tamanho padrdo de
exsicatas, acompanhadas das fichas de identificagdo, que contém as informacdes
referentes a cada um dos acessos coletados. Os procedimentos de coleta e de
herborizacdo seguiram as recomendacfes do Instituto de Botanica de Sao Paulo,
(FIDALGO E BONONI, 1989). Todo o material herborizado foi depositado no
Herbéario do Departamento de Botéanica da Universidade Federal do Parana.

A caracterizagdo morfoloégica dos acessos e as caracteristicas biométricas
dos frutos e das sementes foram realizadas seguindo o protocolo proposto por
Goncalves e Lorenzi (2008).

Para a caracterizacao dos frutos foram coletados 12 acessos de B.suaveolens
do bidtipo branco (por existir em maior quantidade na regido), e foram considerados
0S seguintes aspectos: comprimento e largura; nimero de sementes por fruto;
massa seca em estufa do fruto obtida apdés 72 h a 50°C;massa seca em estufa das
sementes contidas no respectivo fruto. Estas avaliacdes e observacdes foram feitas
mediante uma amostragem aleatdria dos frutos.

Foram observadas caracteristicas externas das sementes como comprimento,
diametro, espessura e massa de 40 sementes. Para esta quantificacao realizou-se a
pesagem de 40 sementes, divididas em quatro amostras de 10 sementes. O
comprimento, o didmetro dos frutos e o comprimento, didmetro e espessura das
sementes foram medidos, utilizando-se um paquimetro de precisdo de 0,1 mm.

Os dados da caracterizacdo morfolégica e biométrica foram submetidos a

analise estatistica descritiva, onde a média e o desvio padréo foram estabelecidos.

3.2.2 Avaliacéo da germinagao in vitro.

Para a verificagdo do efeito dos tratamentos na germinagcdo das sementes,
foram avaliadas as porcentagens de germinagao in vitro. As sementes de
B.suaveolens do biétipo branco tiveram seus tegumentos retirados mecanicamente.
Esse biotipo foi usado por produzir um maior numero de frutos e sementes na regido
pesquisada. Foram avaliados ao todo 17 diferentes condi¢des de danos ao embrido,

uma vez que sementes com tegumentos nao responderam aos ftratamentos



aplicados em teste preliminar e o objetivo € a utilizagcdo do embrido como explante
para a cultura de tecidos (Tabela 2).

Tabela 2. Tratamentos aplicados a sementes de Brugmansia suaveolens

Grupo Tratamento
T1 - Controle
T2 - 4°C por 24 horas
| T3 - 4 °C por 48 horas
T4 - 4°C por 72 horas
T1 - Controle
T5 - 50°C por 5 minutos
1l T6 - 50°C por 10 minutos
T7 - 50°C por 15 minutos
T1 - Controle
T8 - Acido Sulfarico 50% por 5 minutos
1] T9 - Acido Sulfarico 50% por 10 minutos
T10 - Acido Sulfarico 50% por 15 minutos
T1 - Controle
T11 - Acido Giberélico (20 mg L™)
vV T12 - Acido Giberélico (30 mg L™)
T13 - Acido Giberélico (40 mg L™)
T14 - Acido Giberélico (50 mg L™)
T1 - Controle
T15 - Embebicdo em agua a temperatura ambiente por 24 horas
\Y T16 - Embebicdo em agua a temperatura ambiente por 48 horas
T17 - Embebicdo em agua a temperatura ambiente por 72 horas

O meio utilizado em todos os tratamentos foi 0 MS (MUSHARIGE e SKOOG,
1962)com metade da concentragdo de macro e micronutrientes, acrescido de 1% de
sacarose, sem a presenca de reguladores de crescimento, com carvao vegetal ativo
a 1,0 gL solidificado com 7,0 gL™ de 4gar e com o pH do meio ajustado para 5,8. O
tratamento controle foi composto somente pelo meio MS como descrito acima.

Os tratamentos avaliando o efeito de baixas temperaturas (Grupo |I)

consistiram em submeter as sementes a 4 °C por 24,48 e 72 horas. As sementes



foram acondicionadas dentro de um erlenmeyer de 50 ml fechado com papel filme e
dispostas na geladeira (4°C). Para avaliar o efeito de altas temperaturas sobre o
embrido e sua germinagéo, sementes de B. suaveolens foram submetidas a 50 °C
em banho-maria por 5; 10 e 15 minutos (Grupo Il).

Com o intuito de verificar o efeito do Acido Sulfdrico & 50% sobre o embrido,
uma solucéo foi aplicada as sementes e estas foram mantidas submersas por 5, 10
e 15 minutos. Em seguida, as mesmas foram lavadas 3 vezes em agua destilada e
autoclavada (Grupo Ill) .

O efeito do regulador de crescimento GAj3; (acido giberélico) foi avaliado
adicionando-se 20, 30, 40 e 50 mgL™ ao meio MS e dispondo as sementes sem
tegumento ja assepticamente tratadas neste meio (Grupo V).

O efeito da embebicdo em &agua foi avaliado e deixando as sementes
mergulhadas em um becker contendo 50mL de agua destilada e autoclavada por 24,
48 e72 horas em temperatura ambiente (Grupo V).

ApOs a aplicacdo dos grupos de tratamentos, todas as sementes
ategumentadas foram submetidas ao tratamento asséptico em fluxo laminar. Estas
foram submersas por 10 minutos em alcool 70% e em seguida, em hipoclorito de
sodio a 2% acrescido com 2 gotas de TWEEN 80 por 20 minutos.
Subsequentemente foram lavadas trés vezes em agua destilada/autoclavada. Apos
a assepsia, as sementes foram secas em papel filtro e com auxilio de uma pinga,
foram inoculadas em vidros contendo meio MS com metade da concentracdo de
micro e macronutrientes. As sementes sem tegumento permaneceram por uma
semana no escuro e em seguida, foram transferidas para a sala de cultivo onde o
fotoperiodo foi de 16 h luz e 8 h escuro em temperatura controlada a 23°C.

A percentagem de germinacao foi avaliada em termos da germinacéo
acumulada, medida em dias para a germinacao apos 14, 21, 28, 35 e 42 dias. As
avaliacdes realizadas levaram em consideragédo a emissao de raiz, emissédo da parte
aérea e desenvolvimento normal da plantula.

O delineamento experimental usado para a avaliacdo da germinagéo foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticdes, onde a unidade experimental
consistiu de cinco sementes. Em todos os tratamentos avaliados, foram usadas ao
todo 20 sementes de B. suaveolens. Os resultados obtidos para as variaveis

avaliadas foram transformados em arcosenovxpara fins de andlise de variancia e



para a comparacao entre tratamentos foi realizado o teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade por meio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 1999).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacdo morfologica de acessos de Brugmansia suaveolens (Willd.)
Bercht. & J. Presl.

Todas as plantas apresentaram folhas simples, inteiras, curto-pecioladas, com

filotaxia alterna, peninérveas (Figura 4).

Figura 4. Caracteres morfolégicos da folha da Brugmansia suaveolens. A - Acesso

de flores amarelas. B - Acesso de flores brancas. C - Acesso de flores rosas.

Foto: Cleuza Montanucci/Fernando Furlan-Palotina-2011

Os acessos com flores amarelas apresentam folhas ovadas, apice agudo,
base obtusa, margem inteira. As plantas com flores brancas possuem folhas
lanceoladas, apice agudo a acuminado, base cuneada (as margens juntam-se em
um angulo de 45°C com a nervura central), margem levemente ondulada (repanda).
Por outro lado, as folhas da plantas que produzem flores de cor rosa sao

assimétricas, com base obliqua e apice agudo a acuminado e margem levemente



repanda. As caracteristicas morfolégicas observadas concordam com as descritas
por Reitz (1966), Lopes (2008) e Ribas (2011).

As diferencas morfolégicas foliares encontradas ndo foram determinantes
para a diferenciacdo entre acessos. Smith(1966) e Ribas (2011) ndo consideram a
variacdo das caracteristicas morfologicas da folha para diferenciar subespécies ou
mesmo outras espécies de Datura, género ao qual pertencia B. suaveolens. Estes
mesmos autores, inclusive, citam que muitas vezes as folhas de B. suaveolens sao
desiguais pela base.

Os caules dos acessos de B. suaveolens coletados apresentaram-se como
arbustivos, com caule lenhoso e ramificado, simpodialmente distribuidos e

apresentando uma gema axial (Figura 5).

Figura 5. Caracteres morfologicos do caule da Brugmansia suaveolens. A - Acesso

de flores amarela. B - Acesso de flores branca. C - Acesso de flores rosa.

Foto: Cleuza Montanucci/Fernando Furlan-Palotina-2011

As plantas coletadas apresentaram flores de coloracdo rosa, branca e
amarela e apresentaram caracteristicas morfoloégicas semelhantes. As flores
apresentaram-se pedunculadas. Quanto a disposi¢do da pegas florais, tiveram uma
distribuicdo ciclica, diclamidea, quanto ao nimero de pecas do perianto. Em relagédo
a homogeneidade do perianto, as plantas apresentaram-se heteroclamideas (Figura
6).



Figura 6: Coloracdo da corola da Brugmansia suaveolens. A - Acesso de flores

amarela. B - Acesso de flores brancas. C - Acesso de flores rosa.

Foto: Cleuza Montanucci/Fernando Furlan-Palotina—2011

Em relacdo ao célice, 0os acessos coletados apresentaram-se gamossépalas,
actimorfas e pentameras. As corolas apresentaram - se amarelas, brancas e rosas,
com dentes lineares e apresentaram ainda, flores pendentes com até 30 cm de
comprimento, pedicelo com 3 - 5 cm de comprimento, calice insuflado-tubular, de
aproximadamente 10 - 11 cm de comprimento e de 5 a 6 dentes oblongos, largos e
arredondados.

Quanto a posicao relativa do gineceu, todas as plantas foram classificadas
como hipéginas, os estames foram inclusos e anteras conglutinadas, sendo
considerada uma flor hermafrodita.

Os frutos imaturos coletados foram classificados como capsulas indeiscentes
e apresentaram-se delgados fusiformes medindo em média 975 mm de comprimento
e seu didmetro médio de 189 mm, com textura lisa bilocular indeiscente,
apresentando semelhancas com os dados apresentados por Reitz (1966), que
afirma que os frutos sdo delgados fusiformes, medindo 100 al50 mm de
comprimento, com 20 mm de didmetro, liso bilocular indeiscente (Figura 7).

A B. suaveolens € uma espécie que cresce freqluientemente em lugares
umidos, como beira de rios e em varzeas Umidas. Também pode ser encontrada em
terrenos baldios, orla de matas e nas proximidades das habitacdes (REITZ, 1966).
As diferentes condi¢cdes de solo, disponibilidade de agua, fertilidade entre outras,
podem ter contribuido para a grande variabilidade e desvio padrdo acentuados dos
dados apresentados na Tabela 3.



Figura 7. Fruto imaturo da Brugmansia suaveolens provenientes do acesso

branco.

Fonte: Cleuza Montanucci-Palotina-2010

A massa seca de frutos imaturos foi em média de 9,43 g apresentando
grande variacdo entre os frutos analisados. Com relagdo a massa e numero de
sementes contidas no fruto, foram observadas em média 6,99 g e 201 sementes por

fruto em média (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas biométricas dos frutos de Brugmansia suaveolens do
biétipo branco.

Comprimento  Diametro Massa seca Massa das sementes NuUmero de sementes
--mm-- --mm-- --g-- --g--
Frutos
975 + 273 189 + 147 9,43+5,6 6,99 £ 4,22 201,92 + 79,38

As sementes apresentaram formato anguloso e textura rugosa, com
tegumento de coloracdo variando de creme escuro para ocre escuro pela presenca
de um espesso revestimento rugoso-tuberculado semelhante a uma cortica (Figura
8).



Figura 8: Sementes de Brugmansia suaveolens do biétipo branco. A - Semente
intacta apresentando tegumento. B - Semente sem tegumento (retirado

mecanicamente).

Fonte: Cleuza Montanucci-Palotina—2010

O comprimento das sementes foi em média de 7,89 mm, o didmetro foi de
6,00 mm enquanto que a espessura foi em média de 3,04 mm. A variacdo para
estas trés caracteristicas foi minima. Em relacdo a massa de 40 sementes

observamos uma média de 0,39 g (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas biométricas e massa média de 40 sementes (g) de

Brugmansia suaveolens.

Comprimento Diametro Espessura Massa
Sementes —-mm-- —-mm-- —-mm-- @)
7,89 £ 0,96 6,00 £ 0,78 3,04 £ 0,46 0,39+ 0,19

Tais observacdes concordam com Smith (1991) que descreveram as
sementes de B. suaveolens como relativamente grandes e apresentando entre 7-12

mm de comprimento e 5-8 mm de largura.

3.3.2 Avaliag&o da germinacao in vitro

N&o foram encontradas referéncias até o momento, de estudos realizados
para avaliar quais os fatores ambientais externos as sementes e que possuem maior
influéncia sobre a taxa de germinacéo e a viabilidade do embrido nesta espécie. Em
experimento preliminar (com as mesmas condi¢des de cultivo)foi demonstrado que
sementes tegumentadas ndo germinaram em condi¢des in vitro num periodo de até

42 dias (dados nao mostrados). Devido a este fato e com objetivo de acelerar o



processo de estudos germinativos nesta espécie, optou-se por retirar 0s
tegumentos. Os dados obtidos neste experimento permitiram concluir que o periodo
minimo estimado para o inicio do processo germinativo sem a presenca do
tegumento foi de no minimo 14 dias, antes disso, ndo houve germinacdo das
sementes em nenhum dos tratamentos e periodos avaliados.

Alves (2003) observou que sementes de B.suaveolens levaram de 20-40 dias
para germinar em ambiente com alta umidade. Tais resultados obtidos demonstram
gue as sementes desta espécie apresentam-se normalmente com uma dorméncia
fisica.

O controle (T1) composto somente pelo meio MS (MURASHIGE E SKOOG,
1962), mostrou que a condi¢cdo in vitro foi por si sé indutora da germinacéo,
provavelmente pela presenca de agua e nutrientes. Porém, a taxa de germinacao
maxima para o controle em todos os tempos avaliados foi de 75%. Na Figura 9 estéo
os resultados obtidos para o efeito da temperatura de 4°C e o tempo de tratamento

sobre a germinagéo de sementes de Brugmansia suaveolens.
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Figura 9. Porcentagem de sementes germinadas de Brugmansia suaveolens. T1-

Controle: (MS); T2 - Sementes submetidas a 4°C por 24 horas; T3 - Sementes

submetidas a 4 °C por 48 horas; T4 - Sementes submetidas a 4 °C por 72 horas.



Os dados obtidos demonstram que sementes de B.suaveolens tiveram sua
germinacdo aumentada a medida que o tempo acumulado para a germinacéo foi
maior, sendo assim, as melhores respostas de sementes germinadas foram com 42
dias de cultivo, porém aos 28 dias de cultivo o controle mostrou-se com alto
potencial de germinacdo (70%). Em todas as épocas de avaliacdo, ndao houve
diferencas estatisticas entre os tratamentos aplicados, embora as porcentagens de
germinacao nas diferentes épocas de exposicdo as baixas temperaturas variaram
numericamente entre os dias de germinacao.

Outro grupo de tratamentos avaliados foram os de sementes submetidas a
50° C por diferentes tempos de exposicao(Figural0). Os dados obtidos concluem,
gue a taxa de germinacdo foi aumentando juntamente com os dias. A maior
germinacao ocorreu a partir de 28 dias, independentemente do tratamento aplicado,
apesar de nao diferirem estatisticamente entre si. O T1 (controle, composto por meio

MS)por si s6 promoveu a germinacdo de sementes de B. suaveolens.
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Figura 10. Porcentagem de sementes germinadas de Brugmansia suaveolens. T1
Controle (MS); T5 - Sementes submetidas a 50 °C por 5 minutos; T6 - Sementes
submetidas a 50 °C por 10 minutos; T7 - Sementes submetidas a 50 °C por 15

minutos.



Os dados obtidos concordam com Ledo (1977), que verificou que o0 uso de
agua em altas temperaturas foi adequado para superar a dorméncia doGuapuruvu
(Schizolobium parahybum). Por outro lado, Perez et al.,(1999) observaram que o
tratamento das sementes de algarobeira (Prosopis julifiora) incubadas a 55°C em
estufa, inibiu a germinacdo nesta espécie, porém neste estudo com a devida
espécie, a germinagdo mostrou-se adequada a 50°C com maior superioridade aos
10 minutos, concordando com Carneiro et al., (2010) onde os tratamentos com agua
guente a 50°C por 10 minutos, promoveram uma maior porcentagem de germinacgao
e maior uniformidade na solanaceae Capsicum baccatum L. Estes resultados seriam
explicados pelo fato de que altas temperaturas poderiam interagir com reguladores
de crescimento, de modo a alterar seus niveis enddgenos e, por conseguinte,
influenciar na regulacédo do processo germinativo (PAUL et al., 1973; GUALTIERI et
al., 1990).

Em relacdo ao efeito da exposicdo ao &cido sulfurico na concentracdo de
50%(Figura 11), os dados obtidos demonstram que sementes de B. suaveolens
tiveram uma tendéncia de reducdo na percentagem de germinac¢do com aplicacéo
do acido, demonstrando que os embrifes provavelmente sofreram injurias. Apenas o
tratamento (T8) com acido sulfurico por 5minutos foi 0 que apresentou respostas
estatisticamente diferentes ao controle nos dias de germinagéo de 28; 35 e 42 dias.

Francoe Ferreira (2002) observaram a morte das sementes da espécie de
nome comummandioqueira(Didymopanax morototoni) apdés o tratamento das
sementes com &cido sulflrico. Os mesmos autores citam que a utilizacdo do acido
sulfarico seria mais adequada para sementes em que h& a impermeabilidade a 4gua
e nao aquelas em que ha resisténcia ao crescimento do embrido. O &cido sulfarico
atuaria no enfraguecimento do tegumento pela remocédo da cuticula e na dissolucao
de suas células macroesclereidicas(MARTINS-CORDER et al., 1999). Freitas e
Candido (1972) encontraram resultados positivos para o aumento da taxa de
germinacdo em sementes de guapuruvu (Schizolobium parahyba) e mamoeiro

(Tachigalia mutlijuge) com a imersao em acido sulfurico concentrado.
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Figura 11. Porcentagem de sementes germinadas de Brugmansia suaveolens. T1 —
Controle (MS); T8 - Sementes tratadas em Acido Sulftrico 50% por 5 minutos; T9 -
Sementes tratadas em Acido Sulfarico 50% por 10 minutos; T10 - Sementes tratadas
em Acido Sulfirico 50% por 15 minutos. Médias seguidas de mesma letra no
diferem estatisticamente, dentro da época de cada avaliacdo pelo Teste de Tukey a
5%.

Foi aplicado também, como tratamento para eventual quebra de dorméncia o
acido giberélico, que € um potente regulador de crescimento, indutor da quebra de
dorméncia. As concentracdes avaliadas foram de 20; 30; 40 e 50 mgL™. Como
resultado obtido, ndo foi observado germinacdo dos embrides em nenhuma das
concentracbes avaliadas (dados ndo demonstrados). Tais resultados demonstram
gue possivelmente a alta concentracdo do acido giberélico promoveu a inibicdo do
desenvolvimento dos embrides nas sementes cultivadas in vitro. Na literatura, foram
citadas concentragbes de acido giberélico, porém em menores concentracdes com
efeito positivo no desenvolvimento de embrides do cafeeiro (CARVALHOet al.,
1998). Moreira (2010), na solanacea Camapu(Physalis sp), observou que doses de

1500ppm de acido giberélico inibiu a germinacdo de sementes in vitro. No



experimento com B. suaveolens, observou-se que, provavelmente as concentracdes
usadas foram altas e tiveram um efeito inibidor sobre a germinacdo nesta espécie.
Avaliando o tempo de embebicdo das sementes em agua sob temperatura
ambiente (Figura 12), observou-se que o tratamento (T17) de 72 horas de
embebicdo em agua promoveu uma rapida germinacdo, observada aos 14 dias,
porém a medida que os dias de germinacdo aumentaram, o efeito ficou estabilizado

e os tratamentos nao diferiram das testemunhas.
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Figura 12. Porcentagem de sementes germinadas de Brugmansia suaveolens. T1 —
Controle (MS); T15 - Sementes embebidas em agua a temperatura ambiente por
24h; T16 - Sementes embebidas em agua a temperatura ambiente por 48h; T17 -
Sementes embebidas em agua a temperatura ambiente por 72 h. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem estatisticamente, dentro da época de cada avaliagdo
pelo Teste de Tukey a 5%.

Os resultados obtidos por este estudo permitirdo a adequagéo de protocolos
com a finalidade do estabelecimento da cultura de tecidos in vitro e a transformacao
genética de B. suaveolens para a producdo de metabdlitos secundarios em escala

comercial.



3.4 CONCLUSOES

bY

Os acessos pertencem a mesma espécie de Brugmansia suaveolens, e foram

agrupados em acessos amarelo, branco e rosa.

O Meio MS com metade da concentracdo de micro e macronutrientes foi por si s6

indutor da germinacao.

O periodo de maxima germinacao é de 35 dias em sementes sem tegumento.



ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO DE INDUCAO A CALOGENESE E
REGENERACAO DE PLANTAS DE Brugmansia suaveolens (Willd.) Bercht. & J.
Presl A PARTIR DE EMBRIOES MADUROS

RESUMO

A Brugmansia suaveolens é uma planta medicinal pertencente a familia das
solanaceae que produz metabdlitos secundarios da classe dos alcaldides com
grande importancia industrial. Na literatura, sdo escassos os trabalhos com a
inducdo a calogénese e regeneracdo de plantas em Brugmansia suaveolens. Este
trabalho teve como objetivo, o estabelecimento de protocolo de regeneracéo
eficiente de Brugmansia suaveolens com a cultura de calos e regeneracdo de
plantas a partir de embrides maduros. Foram usados para indu¢cdo, manutencéo e
regeneracao o meio MS (Murashige e Skoog, 1962), com a metade da concentragao
de macro e micronutrientes com concentracdes crescentes e combinadas de 2,4-D
(acido 2,4 diclorofenoxiacético) (0; 0.5 e 1.0 mg L™) e Cinetina (KIN) (0; 0.5 e 1.0 mg
L™, totalizando nove diferentes combinaces de reguladores de crescimento. Foram
avaliados os indices de regeneracao, além das porcentagens de inducéo e tamanho
de calos, de germinacdo de embrides, o nimero de pontuacdes verdes e 0 niUmero
de plantulas regeneradas. Como conclusGes obtidas, um protocolo eficiente de
regeneracdo de plantas a partir de embrides maduros para esta espécie foi
desenvolvido. A porcentagem de inducdo de calos variou de 26 a 100%, a razéo
entre plantula e calo induzido variou entre O a 0,84 e a eficiéncia de regeneracéo
variou de 0 a 32%. As dosagens de 0.5 mg L de 24 D e 1.0 mg L KIN
mostraram-se ser as mais eficientes com as melhores respostas para inducao de
calos, maior tamanho de calos, maior nimero de pontos embriogénicos e plantulas
regeneradas. Altas concentracdes de reguladores de crescimento (1.0 mg L™ de
2,4-D e 1.0 mg L™ KIN mostraram-se inibidoras da calogénese e regeneracéo e a
auséncia destes reguladores promoveram a formacdo de calos mas ndao a
regeneracao de plantas de Brugmansia suaveolens.

Palavras chave: pontuacfes verdes, reguladores de crescimento, metabdlitos
secundarios, inducao



ESTABLISHMENT OF A CALLOGENESIS AND PLANT REGENERATION
PROTOCOL IN Brugmansia suaveolens (Willd.) Bercht. & J. Pres| FROM
MATURE EMBRYOS

ABSTRACT

The Brugmansia suaveolens is a medicinal plant belonging to the Solanaceae family
that produces secondary metabolites named alkaloids with great industrial
importance. In literature, there are few studies about callus induction and plant
regeneration in Brugmansia suaveolens. This study aimed to establish and efficient
regeneration protocol in Brugmansia suaveolens with calli culture and plant
regeneration from mature embryos. It was used for induction, maintenance and
regeneration, the MS medium (Murashige and Skoog, 1962), with half macro and
micronutrients concentration and combined with increasing concentrations of 2,4-D
(0, 0,5 and 1,0 mgL™) and KIN (0,0,5 and1,0 mgL™), in a total of nine different
combinations of growth regulators. We evaluated the rates of regeneration, the
percentages of calli induction and calli size, germination of embryos, the number of
green spots and the number of regenerated plantlets. As conclusions, an efficient
protocol for plant regeneration from mature embryos of this species was developed.
The percentage of calli induction varied from 26-100%, the ratio of seedling and calli
induced ranged from 0O to 0.84 and efficiency of regeneration ranged from 0 to 32%.
The dosages of 0.5 mgL™ 2.4-D and 1.0 mgL™ KIN proved to be the most efficient
with the best answers to calli induction, higher calli size, higher number of
embryogenic points and regenerated plantlets. High concentrations of growth
regulators (1.0 mgL™ 2,4-D and 1.0 mgL™ KIN) were inhibitory to callus formation and
regeneration and the absence of these regulators promoted the formation of calli but
no plant regeneration in Brugmansia suaveolens.

Keywords: green spots, growth regulators, secondary metabolites, callus induction



4.1 INTRODUCAO

A Brugmansia suaveolens, é uma planta medicinal pertencente a familia das
solanaceae que produz metabdlitos secundarios da classe dos alcal6ides. Na
literatura, sdo escassos os trabalhos com a inducdo a calogénese e regeneragcao
nessa planta.

Outro ponto é que, pela importancia farmacéutica desta espécie, o
estabelecimento de um eficiente sistema de cultura de tecidos e regeneracédo de
plantas é pré-requisito fundamental para a engenharia genética, principalmente
utilizando-se o sistema Agrobacterium para insercdo de genes e obtencéo de cultura
de raizes (hairy roots) com a finalidade de obtersistemashigh scale comerciais
(ROBINS et al., 1991; KIERAN, 2001;SHELUDKO, 2010) e prover um grande
namero de regenerantes em pouco espaco de tempo (NITHIYA e
AROCKIASAMY,2007).

Para se conseguir a transformacdo genética € necessario se conhecer
diversos fatores como a resposta da espécie frente a cultura de tecidos in vitro e a
sua regeneracdo (NINO et al., 2003).Vérios fatores podem afetar a desempenho de
diferentes espécies em cultivo in vitro: composicdo de macro e micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos ou outras fontes suplementares, acgucares, compostos
organicos (suco de laranja, 4gua de coco), agentes geleificantes e reguladores de
crescimento (PARSAEIMEHR e ALIZADEH, 2010). Varias formulac6es de meios de
cultura sdo comumente utilizadas, mas costumeiramente utiliza-se sacarose como
fonte de glicose e uma auxina e/ou citocinina para a inducdo a multiplicacéo celular
(MUSHARIGE e SKOOG, 1962; SHOO, 1972; WHITE, 1963; PARSAEIMEHR e
ALIZADEH, 2010, AMIRI et al., 2011).

Varios trabalhos na literatura avaliaram o desempenho do explante frente a
cultura de tecidos e regeneracdo de plantas produtoras de alcaldides: anteras
(Datura stramonium) (SUNDAR e JAWAHAR, 2010); caules adventicios e folhas
(Datura metel)(DE et al.,, 2003); caule (Datura innoxia)(ZAYEDA et al., 2006);
hipocotilos (Datura metel)(MUTHUKUMAR et al., 2000);gemas(Datura insignis)
(DOS SANTOS et al.,1990). Na literatura, sdo escassos os trabalhos que tenham
avaliado o uso de embrides maduros como fonte de explante nestas espécies em B.

suaveolens. O uso de embrides maduros (sementes) tem como vantagem o fato de



estar disponivel ao longo do ano, podendo serem armazenados sem necessidade de
plantio de plantas estoque (RAHMAN et al.,2008).

Considerando-se a necessidade de realizacdo de trabalhos basicos que
auxiliem os programas de melhoramento genético da Brugmansia suaveolens, o
objetivo, foi o estabelecimento de protocolo de regeneracao eficiente da espécie,
com a cultura de calos e regeneracgéo de plantas a partir de embriées maduros.



4.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Bioquimica e Genética
(LABIOGEN), da Universidade Federal do Parana - Campus Palotina, durante o
periodo de mar¢o de 2009 a dezembro de 2010.

Neste estudo foram utilizados sementes de Brugmansia suaveolens do
biétipo branco, oriundas de propriedades particulares rurais e urbanas do municipio
de Palotina-PR. As sementes foram coletadas de uma mesma planta e tiveram os
tegumentos retirados mecanicamente. Para a assepsia, estas foram submergidas
em &lcool 70% por 5 minutos e em hipoclorito de sddio 2% acrescido com 2 (duas)
gotas de TWEEN 80, por 20 minutos, em camera de fluxo laminar.

ApOs o tratamento asseéptico, as sementes foram lavadas trés vezes em
agua destilada e autoclavada.Em seguida,os embrides foram excisados com auxilio
de uma pinca e um bisturi, em um estereomicroscopio, com um corte longitudinal.

Foram usados para inducdo, manutencdo e regeneracdo o meio MS
(MURASHIGE E SKOOG, 1962), com a metade da concentracdo de macronutrientes
e micronutrientes com concentracdes decrescentes de 2,4-D(acido 2,4-
diclorofenoxiacético) e KIN (cinetina) solidificados com 8,0g L™ de agar,
contendo30g L™ de sacarose e com pH ajustado para 5,8 e carvéo ativado(Tabela

5). Na fase de regeneracdo nao houve a adi¢éo de reguladores de crescimento.



Tabela 5. Concentragbes de 2,4-D (4cido 2,4 diclorofenoxiacético) e KIN (cinetina)
para avaliagcdo no estabelecimento de protocolo de regeneracgéo in vitro de embrides

maduros de Brugmansia suaveolens.

Concentracao de Reguladores de Crescimento

Tratamentos  2,4-D (mgL™) KIN (mgL™)
INDUCAO
T1 0,0 0,0
T2 0,0 0,5
T3 0,0 1,0
T4 0,5 0,0
T5 0,5 0,5
T6 0,5 1,0
T7 1,0 0,0
T8 1,0 0,5
T9 1,0 1,0
MANUTENCAO
T2 0,00 0,25
T3 0,00 0,50
T4 0,25 0,00
T5 0,25 0,25
T6 0,25 0,50
T7 0,50 0,00
T8 0,50 0,25
T9 0,50 0,50

Em todas as etapas do cultivo, a temperatura permaneceu em torno de 25°C.
Nas fases de inducdo os embrides permaneceram no escuro por 7 dias e nas fases
de manutencdo e regeneracao, a luz com fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas
escuro.

Apos 30 dias de cultivo em meio indutor, os embrides foram avaliados quanto
a formacdo de calos. Houve sub-cultivo dos calos a cada sete dias e foram
realizadas avaliagbes quanto ao numero e tamanho de calos e de embribes
germinados. Decorridos 15 dias (45° dia) na fase de manutencdo, o numero de
pontuacdes verdes foi avaliado. O numero de plantulas regeneradas foi avaliado no
60° dia. Para a quantificacdo do tamanho dos calos utilizou-se de um paquimetro de

precisao (0,1 mm). A massa seca (g) dos calos foi obtida pesando-se os calos apés



sete dias em estufa a 50°C. O numero de embrides germinados foi também
quantificado.

Como indices regenerativos foram obtidos: a porcentagem de inducdo de
calos. Esta foi calculada em funcdo do namero de calos induzidos a partir do nimero
de embrides dispostos. Foi calculada também, a razdo entre o numero de plantulas
obtidas e o numero de calos induzidos. A eficiéncia de regeneracgéo foi calculada
pela multiplicacdo entre as porcentagens de inducdo e razdo de plantulas obtidas
por tratamento. Para fins de andlise, utilizaram-se 5 embrides por placa e 10
repeticbes em cada tratamento. A analise de variancia foi realizada considerando as
diferentes combinagdes de reguladores como tratamentos, com 5 embrides por
placa Petri e 10 repeticdes, aplicando-se o teste Tukey a 5% para diferenciar as
meédias por meio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 1999).



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As etapas de inducdo de calos e obtencdo de plantulas regeneradas estédo
demonstradas na Figura 13. Os explantes utilizados foram embrides maduros com
cerca de 2 a3 mm (Figura 13A). Alguns embrides germinaram com sete dias de
escuro (Figura 13 B). A iniciagao da formacao de calos foi observada a partir de 30
dias apos os embrides terem sido dispostos no meio de cultura (Figura 13 C). Os
calos embriogénicos foram observados no meio de manutencdo a partir do40° dia
(Figura 13D). As plantulas com um sistema radicular bem desenvolvido foram
observadas no meio de regeneracéo apés 55 dias de cultivo (Figura 13 E).Plantulas
regeneradas e aclimatadas em vaso (Figura 13 F).

Figura 13. (A) embrido inteiro com cerca de 3 mm; (B) embrides germinados; (C)

calo embriogénico; (D) calos apresentando pontuagfes verdes; (E) Plantula apos
ser transferida para meio de regeneracdo; (F) Planta regenerada apos aclimatagéo.

Fonte: Cleuza Montanucci-Palotina-2010



Os calos formados tinham aspecto leitoso e eram fridveis. Os calos que
apresentavam pontuagdes verdes apareciam na superficie e entdo eram convertidos
em primordios foliares subsequientemente em brotacfes (Figura 13 D).

Um dos requisitos basicos de um protocolo eficiente € a sua rapidez em obter
plantulas regeneradas. Os dados permitem concluir que em Brugmansia suaveolens,
o tempo médio requerido para a obtencao de plantula € de 60 dias ou oito semanas.
Em Datura innoxia, Rahman et al.,(2008), comentam sobre o periodo minimo de seis
semanas; Zayeda et al., (2006), dez meses sem a adicdo de hormoénios. Em
Scopolia porniflora, Yong et al., (2008) relataram o periodo de seis semanas.

As concentracdes de 2,4-D e KIN avaliadas foram 0; 0,5 e 1,0 mg L™. Outros
autores, avaliando o efeito da concentracao destes reguladores na cultura in vitro de
embrido maduro de Datura stramonium, testaram concentracdes variando de 1 a 3
mg L (PARSAEIMEHR e ALIZADEH, 2010) e 0-1 mg L™ de KIN e 1-2 mg L*
(AMIRI et al., 2011) outros ainda, avaliaram o efeito de outros reguladores de
crescimento: 2,26-3,98 mg L™*( 2,4-D) e 3,36 mg L"BAP em Datura stramonium
(SUNDAR e JAWAHAR, 2010); 1-4 mg L™ (BAP, IAA e GA) combinados em Datura
metel (NITHIYA e AROCKIASAMY, 2007); 3 mg L™ de NAA em Brugmansia candida
(NINO et al.,2003) e 0,5 de BA e 1 mg L™ de IAA (ZAYEDA et al., 2006).

Na Tabela 6 estdo dispostos os dados relativos ao indice regenerativo nos
diferentes tratamentos. Os dados permitem concluir sobre diferencas na inducao de
calos, capacidade regenerativa e regeneracdo de plantas entre os tratamentos
avaliados, o0 que sugere uma atuacdo indutora no crescimento celular pela
presenca/auséncia dos reguladores de crescimento no meio de cultura.

Os tratamentos 2,3,6 e 7apresentaram os melhores porcentagem de inducéo
de calos (100%), porém somente os tratamentos 6 e 7 apresentaram as melhores
eficiéncias de regeneracao (32%). Estes resultados concordam com os encontrados
por Amiri et al., (2011) que observaram que para manter a regeneracao de plantas
em Datura stramonium o efeito mais importante foi o de 2,4-D (tratamento 7) e que a
presenca de 2,4-D e KIN juntos, poderiam ser explicados pelo fato de que a cinetina
encorajaria o efeito do 2,4-D, mas ele por si s6 ndo seria capaz da formacéo de
calos e regeneracdao (tratamentos 2, 3 e 6).



Tabela 6. indices regenerativos nos diferentes tratamentos

Tratamento I C % NPRC ER%
Tl 58 0,0 0,0
T2 100 0,17 17
T3 100 0,13 13
T4 74 0,24 18
T5 66 0,22 15
T6 100 0,32 32
T7 100 0,32 32
T8 96 0,20 19
T9 26 0,84 22

IC: Inducdo de Calo — NPRC: Numero de plantas regeneradas/ Calos Induzidos -
EF: Eficiéncia de Regeneracao - T1:Controle (MS) - T2: 2,4-D=0/KIN=0,5 - T3: 2,4-
D= 0/KIN=1,0 - T4: 2,4-D= 0,5/KIN=0 - T5: 2,4-D= 0,5/KIN=0,5 - T6: 2,4-D=
0,5/KIN=1,0 - T7: 2,4-D= 1,0/KIN=0- T8: 2,4-D= 1,0/KIN=0,5 - T9: 2,4-D= 1,0 /KIN=
1,0.

O tratamento 9, apresentando as maiores dosagens de auxina e citocinina,
embora apresentando uma baixa porcentagem de calos induzidos(21%), teve
proporcionalmente a maior razdo para numero de plantulas por calo induzido (0,84).
Os resultados permitem concluir que concentracdes elevadas de 2,4-D e KIN foram
inibidores para a formacéo de calos nesta espécie.

O tratamento controle apresentando uma porcentagem de calos de 58%, mas
nao formou plantulas regeneradas, o que evidencia o efeito dos reguladores de
crescimento sobre a regeneracéao de planta.

Amiri et al., (2011) observaram que em Datura stramonium dosagens de 2,0
mg L™ de 2,4-D combinada com 0, 25 e 0,5 mg L™ de KIN foram as melhores para a
formacdo de calogénese nesta espécie e que, ao aumentar as dosagens de KIN
para 0,5 e 1,0 mg L™ houve um efeito negativo sobre a calogénese.

Os dados obtidos neste trabalho discordam de Brasileiro et al., (1999), que
em tomate (Lycopersicon esculentum) e sob as mesmas condi¢ces, ndo observaram
calogénese e regeneracao de plantas.

Os dados obtidos para a porcentagem de germinacdo estdo demonstrados na

Figura 14.
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Figura 14. Embrides germinados de Brugmansia suaveolens em diferentes
concentracdes de 2,4-D e KIN. -T1: Controle (MS) - T2: 2,4-D=0/KIN=0,5 -T3:2,4-D=
0/KIN=1,0 - T4: 2,4-D=0,5/KIN=0 - T5: 2,4-D=0,5/KIN=0,5 - T6: 2,4-D=0,5/KIN=1,0 -
T7: 2,4-D=1,0/KIN=0- T8: 2,4-D=1,0/KIN=0,5 - T9: 2,4-D=1,0/KIN= 1,0.

As percentagens de germinacdo dos embrides nos diferentes tratamentos
foram similares estatisticamente e variaram de 78 a 100%. O tratamento 1 (controle)
apresentou 80% de germinacao, o que demonstra que o meio MS pela metade é por
si sO indutor da germinacéo in vitro, possivelmente explicado pela presenca de agua
e nutrientes. O controle apresentou a formacdo de calos organogénicos e
embriogénicos, evidenciando que ndo ha necessidade do regulador de crescimento
para a formacao de calos, possivelmente explicado pelo fato de que um desbalanco
hormonal enddgeno, aliado a uma condicdo de estresse, seriam 0s indutores da
calogénese (PERES, 2002).

O tamanho médio dos calos foi de 2,29 mm, sendo que o tratamento 6 (0,5
mg L* de 2,4-D e 1,0 mg L de KIN) foi estatisticamente distinto dos demais
originando os maiores calos (2,3 cm). O tratamento 9com as maiores concentracdes
de reguladores de crescimento apresentou um efeito inibidor sobre o tamanho dos
calos (0,4cm). Nos demais tratamentos, ocorrer a ma formacéo de calos de diversos

tamanhos em quase todas as concentragcdes e combinagdes de reguladores de



crescimento usados nao diferindo estatisticamente (P<5%). Em relagdo a massa
seca dos calos, o tratamento 6 foi o que gerou maior massa seca (0,23g) e o

tratamento 1 e 9 ( 0,041 e 0,0449g) os de menor massa.
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Figura 15. Tamanho médio de calos de Brugmansia suaveolens em diferentes
concentragdes de 2,4-D e KIN.T1 - Controle (MS) - T2: 2,4-D= 0/KIN=0,5 - T3: 2,4-
D= O0/KIN=1,0 - T4: 2,4-D= 0,5/KIN=0 - T5: 2,4-D= 0,5/KIN=0,5- T6: 2,4-D=
0,5/KIN=1,0 - T7: 2,4-D=1,0/KIN=0- T8: 2,4-D= 1,0/KIN=0,5 - T9: 2,4-D= 1,0 /KIN=

1,0.

Diversos autores citados na literatura relatam sobre diferentes porcentagens
de inducdo de calos: Parsaeimehr e Alizadeh (2010), afirmam que a presenca de
2,4-D é essencial para a formacdo de calo em Datura stramonium. Miskatet al.,
(2003) observaram dosagens de 2,0 mgL™ de 2,4-D tiveram as melhores respostas
a inducdo de calos a partir de fragmentos de caule de Datura metel. Sundar e
Jawahar (2010)observaram que somente o 2,4-D presente no meio nao é por si s
indutor da calogénese e regeneracdo de plantas. Os autores relatam que as
melhores performances foram obtidas com concentracdes de 3,98mgL™ e 3,36mgL™

de BAP (acido 6-benzilaminopurina). Reynolds (1992)observou o efeito sinérgico



entre 2,4-D e baixas concentracdes de citocininas para a indugao da calogénese e
regeneracao de plantas em solanaceae.

Em relacdo ao numero de calos com pontuacbes verdes ou pontos
embriogénicos (Figura 16), a melhor combinacéo de reguladores foi a 0,5mgL™ de
2,4-D e 1,0 mgL™ de KIN (Tratamento 6), embora ndo sendo estatisticamente
distinto dos demais, mas apresentando os maiores valores numéricos para a
porcentagem de pontuacdes embriogénicas. Os valores de 1,0 mg L™* de 2,4-D e 1,0
mg L™ de KIN (Tratamento 9) promoveu um decréscimo no nimero de pontuacées
verdes mostrando a sensibilidade do explante & doses maiores que 1,0 mg L™ de
auxinas combinadas as citocininas.
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Figura 16. Pontos embriogénicos de Brugmansia suaveolens em diferentes
concentragdes de 2,4-D e KIN. T1 - Controle (MS) - T2: 2,4-D= 0/KIN=0,5 - T3: 2,4-
D=0/KIN=1,0 - T4: 2,4-D=0,5/KIN=0 - T5: 2,4-D=0,5/KIN=0,5 - T6: 2/4-
D=0,5/KIN=1,0 - T7: 2,4-D=1,0/KIN=0- T8: 2,4-D=1,0/KIN=0,5- T9: 24-

D=1,0/KIN=1,0.



Os dados obtidos para o numero de plantulas regeneradas (Figura 17)
permitem concluir que os tratamentos aplicados apresentaram-se estatisticamente
distintos. Os maiores valores foram observados nos tratamentos: 5, 6 e 7 com 30,35
e 45 plantulas regeneradas respectivamente. O controle ndo apresentou plantulas
regeneradas evidenciando que apesar de haver a formagéo dos calos, as auxinas e
citocininas estéo envolvidas na programacao e diferenciagdo celular, sem a qual nao

ha formacdo de uma plantula normal.
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Figura 17. Plantas regeneradas de Brugmansia suaveolens em diferentes
concentracdes de 2,4-D e KIN.T1: Controle (MS) - T2: 2,4-D=0/KIN=0,5 - T3: 2,4-D=
0/KIN=1,0 - T4: 2,4-D=0,5/KIN=0 — T5: 2,4-D=0,5/KIN=0,5 — T6: 2,4-D=0,5/KIN=1,0 —

T7: 2,4-D=1,0/KIN=0- T8: 2,4-D=1,0/KIN=0,5 — T9: 2,4-D=1,0/KIN=1,0.

Os dados obtidos discordam de Nifio et al.,(2003) que, estudando a
performance de Datura metel quanto a regeneracdo de plantas in vitro,observaram
que concentracdes de 1,0 mgL™ de 2,4-D e KIN resultaram no maior nimero de
pontos embriogénicos tendo como explante as folhas. Neste experimento, o explante
usado foi embrides maduros que em dosagens similares geraram numero médio de

20 plantulas. Tais observacfes poderiam ser possivelmente explicadas pelo fato da



regeneracao celular ser gendétipo dependente (PRZETAKIEWCZ et al., 2003). A
provavel explicacdo para o efeito do gendtipo na regeneracdo a partir de sementes
maduras pode ser os niveis de hormdnios enddgenos presentes no embridao
(JIMENEZ e BANGERTH, 2001). Chen (2006) comenta que nO Processo
regenerativo podem estar envolvidos genes padroes de expressao génica que
mudariam o destino da célula. A exposicdo as altas concentracBes de auxinas e
citocininas poderiam causar mudancas no programa de desenvolvimento celular
normal o que poderia explicar porque concentracdes maiores que 1,0 mgL
‘reduziram a eficiéncia regenerativa.

Porém, Nifio et al., (2003) em Brugmansia candida citam, que concentracdes
de 1,0 mgL™ de NAA originaram os maiores percentuais quando outras fontes de
explante foram usadas (hipocatilo, raizes e caule).

O uso de embrides maduros certamente tem como vantagens a reducao do
tempo por estarem disponiveis ao longo do ano, podendo ser armazenados sem
necessidade de plantio de plantas estoque, o que certamente agiliza o emprego da

biotecnologia nesta espécie.



4.4 CONCLUSOES

Foi obtido um protocolo eficiente de regeneracdo de plantas a partir de embrides
maduros, com uma eficiéncia de regeneracéo de 32%, onde as melhores dosagens

de reguladores de crescimento foram 0,5 mgL™? de 2,4-De 1,0 mg L™KIN.
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