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(Marcgraviaceae) a partir de plantas germinadas e propagadas in vitro.
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INTRODUCAO

Norantea brasiliensis Choisy € uma espécie tipica das regides de restinga e de vegetacao
costeira, com ampla ocorréncia desde o nordeste até o sul do Brasil, sendo bastante
representativa no estado do Rio de Janeiro. E conhecida popularmente como rabo-de-arara,
chinelo-de-anjo, pente-de-macaco e agarrapé. Suas flores possuem coloragdo vinacea e
nectarios sdo encontrados na base do pedunculo floral, constituindo uma unidade de atracédo
para polinizadores. A floracdo é anual e intensa, com frutificacdo de setembro a maio. O fruto é
globoso, contendo sementes de forma semilunar e coloracdo negra (Ferreira, 1995; Pinheiro et
al.,1995; Zamith e Scarano, 2004).

Por apresentar inflorescéncias vistosas e coloridas, a espécie vem sofrendo extrativismo,
principalmente com propdésito paisagistico, encontrando-se na lista de espécies ameacadas de
extingdo no municipio do Rio de Janeiro (Secretaria Municipal do Meio Ambiente, 2000). Além
disto, alguns aspectos de sua fenologia como floracdo anual e a baixa producdo de sementes
por fruto, nem sempre viaveis (Pinheiro et al., 1995; Ferreira, 1995), também comprometem a
manutencao da espécie em seu ambiente natural.

A cultura de tecidos vegetais tem sido amplamente utilizada como importante estratégia
de conservacdo. Dessa forma, estudos sobre a micropropagacdo de N. brasiliensis séo
relevantes, viabilizando a producdo de mudas homogéneas e de qualidade. Adicionalmente,
estudos in vitro da espécie podem ser de interesse para investigar a producdao de metabdlitos
secundarios que tenham importancia econémica e/ou terapéutica.

O presente trabalho objetivou avaliar o potencial para a producdo de brotos in vitro de N.
brasiliensis considerando duas diferentes fontes de explantes, o balan¢co hormonal endégeno
de cada material e a auséncia de agentes gelificantes no meio de cultura.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia de Plantas
(LABPLAN/UERJ).

Foram utilizadas plantas oriundas de propagacdo e germinacdo sob condicbes in vitro,
mantidas como estoque ha cerca de dois anos em meio basico B5 (Gamborg et al, 1968),
isento de reguladores de crescimento (B50) e solidificado com agar 0,8% (Merck). O material foi
subcultivado a cada 60 dias para meio fresco de mesma composicdo e mantido em sala de
crescimento a 28 + 2°C, sob fotoperiodo de 16h.

As plantas subcultivadas tiveram suas raizes excisadas e apresentavam cerca de 2 cm de
altura, 4-5 n6s e até 2 folhas. A inoculacdo foi feita em 30 mL de meio liquido B50, sem
agitacdo ou suportes para sustentacao.

ApoGs dois meses de cultura, foram selecionadas aleatoriamente 40 plantas de cada
origem para analise da freqiiéncia de formacdo, nimero médio e o tamanho médio dos brotos
neoformados. Foram utilizadas 20 repeticbes com 2 plantas para cada origem avaliada.

Raizes pigmentadas desenvolvidas a partir das plantas produtoras de brotos foram
maceradas em metanol acidificado (HCI 1%) e deixadas a 4°C por 24 horas. Apés 24 horas, o
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sobrenadante foi recolhido, centrifugado a 1000 rpm (10 minutos) e submetido a varredura em
espectrofotbmetro (200-800 nm).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, sendo cada bloco
representado por uma repeticdo. Foram considerados como tratamentos as diferentes origens
(plantas germinadas e plantas propagadas in vitro). Os resultados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05). Utilizou-se o programa estatistico MSTATC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas obtidas por germinacdo apresentaram desenvolvimento das gemas axilares
em brotos (Figura 1) a partir do 15° dia de cultura. Eventualmente, estes brotos foram capazes
de desenvolver novos brotos. Nas plantas micropropagadas, s6 foi observado o
desenvolvimento de brotos axilares apds 30 dias de cultivo.

A B

Figura 1. Brotos desenvolvidos em meio liquido B50 a partir de plantas oriundas de germinacdo
in vitro (A) e micropropagacao (B), apés 60 dias. Barra: A =2,0cm; B =1,5cm.

Com relagdo a frequiéncia de desenvolvimento dos brotos axilares, as plantas oriundas de
germinagdo in vitro apresentaram valores numericamente maiores, apesar de ndo ter havido
diferenca significativa entre as médias das duas origens (Tabela 1). Estas plantas, além de
produzirem maior nimero de brotos, apresentaram taxa de alongamento e rizogénese na
metade do tempo (15 dias) quando comparadas aquelas propagadas in vitro. As melhores
respostas para producdo de brotos encontradas nas plantas germinadas podem ser
decorrentes de caracteristicas mantidas no material, devido a manutencao da integridade de
mecanismos genéticos e fisiolégicos, com reflexos no balan¢co hormonal enddégeno dessas
plantas. As plantas provenientes de cultivo in vitro, devido a via de regeneracao que envolve a
desdiferenciacdo, sdo mais suscetiveis a variacbes (Scowcroft, 1984). Tais resultados sugerem
gue o desenvolvimento de brotos a partir de plantas germinadas é um processo dependente
das caracteristicas genéticas preservadas e que também esté relacionado a concentracdo dos
horménios enddgenos. Estudos preliminares sobre a propagacao in vitro da espécie (Borges et
al., 2005) mostraram a regeneracao a partir de segmentos nodais de plantas micropropagadas
com média de 1,0 broto por explante, apds 60 dias de cultivo em meio B5 sélido suplementado
com 5,0 mg.L™ de BAP. Os autores obtiveram média de 3,5 brotos por explante apés 210 dias
de cultivo. No presente estudo, este valor foi alcancado a partir de plantas germinadas em meio
livre de reguladores de crescimento e de agentes gelificantes, apds 60 dias de cultivo,
confirmando a hip6tese de que as plantas micropropagadas ndo sdo a fonte com o melhor
potencial para a producao de brotos da espécie.
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Tabela 1. Freqiéncia de formacdo, numero e tamanho médio dos brotos de Norantea
brasiliensis produzidos a partir de plantas oriundas de germinacgdo e de propagacao in vitro.

Origem FreglUiéncia de Numero médio de  Tamanho médio dos
formacéo (%) brotos brotos (cm)
Germinada 37,50 a 3,562+2,00 a 0,71+0,36
Micropropagada 27,50 a 2,45+0,93 b 1,02+0,66

Médias seguidas de letras iguais nas colunas néao diferem significativamente pelo teste de Tukey.

O cultivo de plantas de N. brasiliensis em meio liquido para avaliagdo do potencial de
producéo in vitro mostrou-se promissor. Segundo Torres et al. (1998), meios sem a adicdo de
agentes gelificantes possuem vantagens em relacdo aos meios sélidos, como permitir uma
maior homogeneidade dos nutrientes facilitando a absor¢cdo dos mesmos e preparo mais rapido
e mais econdmico. Contudo, para a utilizacdo de meios liquidos, a presenc¢a de suportes e a
agitacao para oxigenacdo dos explantes sédo necessarias (Domingues et al, 1995; Torres et al,
1998). No presente estudo, a producao de brotos in vitro em meio liquido foi possivel sem a
necessidade de suportes ou de agitacao.

Uma pequena porcentagem de plantas de ambas as origens ndo desenvolveu suas raizes
rapidamente, ficando imersas no meio liquido e apresentando aspecto hiperhidrico. Tal
caracteristica pode estar relacionada a respostas fisiol6gicas alteradas que tém sido reportadas
em culturas liquidas (Joyce et al., 2003).

Raizes de plantas provenientes de germinacdo in vitro apresentaram pigmentacao
violacea nos 6rgdos de menor didmetro, a partir de 60 dias de cultura (Figura 2). Os extratos
deste material, analisados em espectrofotdmetro, registraram pico em torno de 531 nm. Valores
compreendidos na faixa de 475 e 560 nm sao tipicos das antocianinas (Hopkins, 1995),
sugerindo ser esta a natureza do pigmento. O estimulo da sintese destas substancias pode ter
ocorrido em funcéo dos estresses sofridos durante os subcultivos. A introducéo de um tecido ou
6rgao vegetal no ambiente in vitro € acompanhada de uma série de situacdes que, em Ultima
analise, levam a formacao e ao acumulo de metabdlitos secundarios que auxiliam na superagao
da condicdo de estresse (Gaspar et al., 2002; Sudha & Ravishankar, 2002).
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Figura 2. A - Raizes oriundas de planta
germinada in vitro com producdo de
pigmento violaceo (seta); B - Detalhe
mostrando que a raiz de menor calibre
apresenta pigmentacdo. Barra: A - 0,5 cm;
B - aumento 80X.
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CONCLUSAO

No presente trabalho plantas germinadas in vitro mostraram-se como a melhor fonte de
explantes para propagacgdo de N. brasiliensis em meio liquido B50. A partir destes resultados,
novos protocolos serdo delineados visando a produgdo de brotos em meios com
suplementacdo hormonal, sem a adicdo de agentes gelificantes, além da otimizacdo da
producao de pigmentos sob condic¢des in vitro.
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