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APRESENTACAO

O setor de floricultura no Brasil vem crescendo com o passar dos anos,
estando o pais entre os 15 maiores produtores de flores mundiais. Este crescimento
de producdo esta associado ao aumento da qualidade e durabilidade das flores
produzidas, atribuindo uma maior satisfacdo aos consumidores. Sendo assim um
mercado promissor para o agronegoécio.

Entretanto, esse ramo da agricultura apresenta diversos desafios, dentre eles
mao-de-obra capacitada, tecnologias aplicadas, clima e mercado. Diante dessas
problematicas, € necessario cada vez mais pesquisas voltadas para o crescimento
da producéo e comercializagao de flores e plantas ornamentais dentro do territorio
brasileiro, priorizando a qualidade do produto final.

A obra “Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas”
apresenta trabalhos que visam agregar conhecimentos através de informacgdes
técnicas sobre propagacéo, cultivos e comercializacdo de flores e ornamentais.
Ressaltando a importancia da pesquisa voltada para a propagacdo das culturas,
praticas de manejos e tecnologias adequadas.

Os conteudos presentes nos 13 capitulos da obra tém por objetivo proporcionar
ao leitor um vasto aprendizado sobre uma tematica pertinente para o agronegécio
brasileiro, visando um conhecimento sobre pesquisas que contribuem com melhorias

para o desenvolvimento e crescimento deste setor. Desejamos uma 6tima leitura.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira
Francisca Gislene Albano-Machado



SUMARIO

(03X =] 1 s U] 1 1 R 1

PRODUCAO DE CAPSULAS DE ORQUIDEA DE Phalaenopsis amabilis (L.) BLUME

Gabriella da Silva Mendonca Dickel
Elisangela Bini Dorigon

DOI 10.22533/at.ed.7212030011

(03X = 1 U] 1 10 R 12

GERMINACAO IN VITRO, FORMACAO DE PLANTULAS E PRODUCAO DE CALOS
DE Crinum americanum L. (AMARYLLIDACEAE). UMA ALTERNATIVA PARA
PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Rosana Silva Corpes
Alberdan Silva Santos

DOI 10.22533/at.ed.7212030012

(03X =] 1 U] 1 1< J 24

AVALIAQAO DE METODOS DE DESINFESTAQAO DE APICES CAULINARES DE
CANA-DE-A(;UCAR PARA CULTIVO IN VITRO

André Luis de Franca Dias

James Correia de Melo

Bianca Galucio Pereira de Araujo

Didgenes Virginio do Nascimento

Pauliana Gomes de Lima

Yrlania de Lira Guerra

DOI 10.22533/at.ed.7212030013

(03X = 1 U] 1 1 SR 31

AVALIAQAO IN VITRO DE SUBSTRATOS NA GERMINAQAO E NO
DESENVOLVIMENTO DE Aechmea blanchetiana (BACKER) L. B. SM

Felipe Douglas Ferreira

Sheila Maria Pereira de Andrade

William Carlos Gonzaga Franco

Marilia Maia de Souza

DOI 10.22533/at.ed.7212030014
(03X = 1 U] 1 1 44

ASPECTOS BOTANICOS, MORFOLOGICOS, GERMINAQAO E
DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE Hibiscus sabdariffa L.

Alessandra Carla Guimardes Sobrinho

Alberdan Silva Santos

Rosana Silva Corpes

DOI 10.22533/at.ed.7212030015
(03X =] 1 U] 1 X J 56

BIOATIVIDADE DO D-LIMONENO NO CONTROLE DE Botrytis cinerea PERS.: FR.
ISOLADO DE ROSEIRA

Christian Aparecido Demetrio

Jéssica Fernanda de Oliveira Jacob

Patricia Fabretti Kreyci

Paulo Hercilio Viegas Rodrigues

DOI 10.22533/at.ed.7212030016




(07X =1 1 5 U 1 Ty 20 62

BANDEAMENTO CROMOSSOMICO E ESTIMATIVA DO CONTEUDO DE DNA EM
Dietes bicolor (IRIDACEAE), UMA IMPORTANTE ESPECIE ORNAMENTAL

Aryane Campos Reis
Isabel Teresa Silva Souza
Saulo Marcal de Sousa

DOI 10.22533/at.ed.7212030017

(03X =] 1 U] 1o - TR 71

INDUCAO DE CALOS EM SEGMENTOS NODAIS DE Leucaena leucocephala
(FABACEAE) E AVALIACAO DOS TEORES DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Danielle Carvalho Pinto
Mairon César Coimbra
Ana Horténcia Fonséca Castro

DOI 10.22533/at.ed.7212030018

(03X =] 1 U] o X Y 83

ACESSIBILIDADE — RISCOS E ACIDENTES ESTUDO DE CASO — PARQUE 13 DE
MAIO (RECIFE-PE)

Anne Katherine de Araujo Barros
Jaqgueline Coelho

Renata Britto

Joao Victor Martins Bamberg
Vitdria Jéssica Galvao

DOI 10.22533/at.ed.7212030019

(03X =1 1 U] 1 15 (o 93
REGENERACAO IN VITRO DE Pyrostegia venusta A PARTIR DE CULTURAS DE
MERISTEMA APICAL

Caroline Rocha Neves Crema
Mairon César Coimbra
Ana Horténcia Fonséca Castro

DOI 10.22533/at.ed.72120300110

(03X = 1 U o 15 s TSR 105

SEMENTES DE CARTAMO TRATADAS COM ACIDO SALICILICO

Janine Farias Menegaes

Ubirajara Russi Nunes

Geovana Barbieri Facco

Tiéle Stuker Fernandes

Felipe de Lima Franzen

Rogério Anténio Bellé

Fernanda Alice Antonello Londero Backes

DOI 10.22533/at.ed.72120300111

(03X =] 1 U] 1o 15 - 117

ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Swietenia macrophylla KING EM CULTURA DE
TECIDOS VEGETAIS

Wirton Pires Pereira
DOI 10.22533/at.ed.72120300112




CAPITULOD 13 eeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeessssssmeesessssesnsesnessesassesssesnnesnesssesssesnsssnessnessnesnsssnnens 129

MORFOANATOMIA DOS ORGAOS VEGETATIVOS DE ESPECIES DE PORTA-
ENXERTO DE Rosa SP. CULTIVADAS NO MUNICIPIO DE BARBACENA, MG

Patricia Azevedo Rodrigues Guedes
André Pociano de Almeida

Marilia Maia de Souza

Glauco Santos Franca

DOI 10.22533/at.ed.72120300113
SOBRE OS ORGANIZADORAS ........occivtiminnmimssssnssss s s ssssssssssssssnns 142

INDICE REMISSIVO ...coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssssnessssssesssssnessnssssessssnessnssseessssnsssnesnns 143




CAPITULO 8

INDUCAO DE CALOS EM SEGMENTOS NODAIS DE
Leucaena leucocephala (FABACEAE) E AVALIAGAO DOS
TEORES DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Data de aceite: 20/01/2020

Data de submissao: 05/11/2019

Danielle Carvalho Pinto
Universidade Federal de Sao Joao del-Rei

Divinépolis-MG
http://lattes.cnpq.br/0830770786508733
Mairon César Coimbra

Universidade Federal de Sao Joao del-Rei
Divin6polis-MG
http://lattes.cnpq.br/9064803050046162
Ana Horténcia Fonséca Castro
Universidade Federal de Sao Joao del-Rei
Divinépolis-MG
http://lattes.cnpq.br/8427649163529950

RESUMO: A cultura de calos é uma técnica de
cultivo que possibilita a obtengao de compostos
bioativos in vitro. Este estudo teve como
objetivos induzir calos em segmentos nodais de
Leucaena leucocephala, estabelecer a curva
de crescimento de calos e avaliar os teores de
fendis e flavonoides totais. Explantes nodais
foram colocados em meio WPM 50%, acrescido
de diferentes concentragdes de 2,4-D e BAP. O
material foi incubado na presenca e auséncia
de luz e ap6s 30 dias foram avaliados a cor e
consisténcia dos calos, matéria fresca e seca
e teores de fendis e flavonoides totais. A curva
de crescimento de calos foi estabelecida pela

Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas

inoculacdo de novos segmentos nodais em
meio WPM 50% acrescido de 18,10 uM de 2,4-
D, na auséncia de luz. Observou-se entre 95% a
100% de indugéo de calos independente do tipo
e concentracao dos reguladores de crescimento
utilizados, na presenca ou auséncia de luz. Os
calos apresentaram coloragcao branca, verde e
marrom e foram predominantemente friaveis.
Em geral, calos induzidos com 2,4-D e luz
apresentaram maior acumulo de biomassa.
Calos induzidos na presenca de 9,04 e 18,10
MM de 2,4-D na presenca de luz e 8,88 uM
de BAP, na auséncia de luz apresentaram
0s maiores teores de fendis totais e aqueles
induzidos na presenca de 17,75 uM de BAP,
na auséncia de luz apresentaram os maiores
teores de flavonoides totais. A curva de
crescimento de calos apresentou um padréo
sigmoidal com quatro fases distintas: fase lag
(0-28 dias), fase exponencial (29-63 dias),
linear (64-84 dias) e estacionaria (85-133 dias).
N&o foi detectada a fase de declinio. Maiores
teores de fendis e flavonbides totais foram
observados no explante inicial e durante a fase
lag. Estes resultados demonstram o potencial
biotecnolégico dos calos de L. leucocephala
e indicam a possibilidade da conservacédo da
espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Cerrado, planta
medicinal, cultivo in vitro, calos, compostos
fendlicos.
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CALLUS INDUCTION IN NODAL SEGMENTS OF Leucaena leucocephala
(FABACEAE) AND ASSESSMENT OF TOTAL PHENOL AND FLAVONOIDS
CONTENTS

ABSTRACT: Callus culture is an culture technique that enables the in vitro production
of bioactive compounds. The aim of this study was to induce callus in nodal segments
of Leucaena leucocephala, to establish the callus growth curve and to evaluate total
phenol and flavonoids contents. Nodal explants were placed on 50% WPM médium
added with different concentrations of 2,4-D and BAP. The explants were incubated in
the presence and absence of light and after 30 days, the callus color and consistency,
fresh and dry matter and phenol and total flavonoid contents were evaluated. The callus
growth curve was established from new nodal segments placed on 50% WPM médium
added with 18.10 uM 2,4-D, in the absence of light. Between 95% and 100% callus
induction was observed, regardless of the type and concentration of growth regulators
used, in the presence or absence of light. The calli showed white, green and brown color
and it was predominantly friable. In general, callus induced with 2,4-D and light showed
higher fresh and dry matter. Callus induced in the presence of 9.04 and 18.10 uM 2,4-D
in the presence of light and 8.88 UM BAP in the absence of light had the highest total
phenol contents and those induced in the presence of 17. 75 uM BAP, in the absence
of light showed the highest total flavonoids content. The callus growth curve presented
a sigmoidal pattern with four distinct phases: lag (0-28 days), exponential (29-63
days), linear (64-84 days) and stationary (85-133 days). No decline phase detected.
Higher total phenols and flavonoids contentes were observed in the initial explant and
during the lag phase. These results demonstrate the biotechnological potential of L.
leucocephala callus and indicate the possibility of the species conservation.
KEYWORDS: Brazilian Cerrado, medicinal plant, in vitro culture, callus, phenolic
compounds.

11 INTRODUGCAO

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (Fabaceae) foi introduzida inicialmente
no Brasil para arborizagdo urbana e recuperacéo de areas degradadas, devido a sua
relacdo simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio, melhorando a fertilidade
dos solos (OLIVEIRA, 2008; COSTA; DURIGAN, 2010). Na medicina tradicional é
utilizada para doencgas estomacais, como anticoagulante e para tratamento alternativo
e complementar da Diabetes (CHOWTIVANNAKUL et al., 2016; OLIVA et al., 2000).
Segundo Almeida et al. (2006), suas atividades medicinais estdo associadas a
presenca de galactomananas, polissacarideos sulfatados e compostos de natureza
fendlica. Fatores como plasticidade e tolerédncia a ambientes extremos, além de
dorméncia tegumentar apresentada pelas sementes tornam L. leucocephala propicia
para o cultivo in vitro (FONSECA; JACOBI, 2011). A cultura de células e tecidos
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de plantas € uma ferramenta biotecnologica que pode ser utilizada para promover
a preservacao e propagacao de espécies vegetais de dificil cultivo e minimizar o
extrativismo predatério (PINHAL et al., 2011).

A cultura de tecidos € uma técnica de crescimento de células, tecidos e 6rgaos
em um meio nutritivo artificial, isolado da planta mée. O cultivo in vitro pode minimizar
os efeitos da variacéo de fatores ambientais bidticos e abibticos, assim como se pode
conseguir um maior controle sobre as condicoes de temperatura, luz e nutrientes.
Como resultado, a producao de compostos de valor econédmico torna-se mais viavel.
A propagacéo de plantas por meio de cultura de tecidos, baseia-se no principio da
totipoténcia, o qual considera que cada célula vegetal tem o potencial para regenerar
uma plantainteira. Assim, este principio pode ser aplicado na regeneracao de plantas,
a partir de culturas celulares e de tecidos (GEORGE, 2008).

Segundo Fumagali et al. (2008), dentre as técnicas de cultivo in vitro, a cultura
de calos pode resolver alguns problemas relacionados a utilizagdo de plantas para
obtencao de metabdlitos bioativos (principios ativos). Calos séo tecidos que podem
apresentar diferenciacao parcial, constituidos por uma massa de células irregulares,
qgue se multiplicam desordenadamente, em resposta a injurias quimicas ou fisicas e
gque possuem a capacidade de se diferenciarem em tecidos e 6rgéos (SMITH, 2012).
Para a obtencédo dos calos é necesséario determinar o meio de cultura adequado
para a inoculacdo e manutencao destes tecidos. A otimizagcao do meio de cultivo &
realizada modificando-se a composicédo mineral e orgénica com atencéo especial
para o balanco de reguladores de crescimento (auxina/citocinina) que governam
os mecanismos de diferenciacdo e desdiferenciacao celular (GEORGE, 2008). A
adicdo de reguladores de crescimento tem como objetivo principal suprir as possiveis
deficiéncias dos teores enddgenos de horménios nos explantes que se encontram
isolados das regides produtoras na planta-matriz (FUMAGALI et al., 2008).

Durante a calogénese é importante se estabelecer a curva de crescimento de
calos, o que propicia a identificacado das fases distintas de crescimento da espécie.
A partir deste estudo, pode-se determinar o momento exato de repicagem dos calos
para um meio fresco ou a possibilidade de sua utilizacdo em suspensdes celulares,
visando a producao de metabdlitos bioativos (SMITH, 2012).

Até o presente momento, ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a
inducédo de calos em segmentos nodais e avaliacdo de compostos fendlicos em L.
leucocephala, fato este que estimulou a escolha da espécie para o presente estudo.

2| OBJETIVOS

Desenvolver um protocolo eficiente para indugcédo de calos em L. leucocephala
empregando-se segmentos nodais e avaliar os teores de fendis e flavonoides totais,
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visando futura obtencdo de suspensdes celulares.

3| MATERIAIS E METODOS
3.1 Material vegetal

Amostras do material vegetal foram coletadas e herborizadas. As exsicatas
foram identificadas pela Dra. Andréia Fonseca Silva e depositadas no Herbario
PAMG/EPAMIG sob o numero de registro PAMG 58034.

As sementes foram coletadas em julho de 2016, em area de formacao campestre
com fisionomia de Cerrado sensu stricto, localizada no municipio de Divindpolis,
situado na regido centro-oeste do Estado de Minas Gerais, a 712m de altitude,
20°10’45,9”S de latitude e longitude 44°55'07,2"W GRW. A coleta foi registrada
junto ao SISBIO sob no 24542-7 e o trabalho foi cadastrado na Plataforma SISGEN
(Cadastro n°® A88527D).

3.2 Germinacao in vitro

Os segmentos nodais utilizados como fonte de explante para indu¢cdo dos
calos foram obtidos a partir de plantulas de L. leucocephala com 30 dias de idade,
provenientes de sementes germinadas in vitro, em meio WPM (LLOYD e MCCOWN,
1981), com 50%da concentracdo de sais. Antes da inoculacédo, as sementes foram
desinfestadas com NaOCI 25% por 20 minutos e lavadas em agua autoclavada por
cinco vezes. A seguir, as sementes foram excisadas e inoculadas em tubos contendo
15 mL de meio WPM 50%, suplementado com 30g L' de sacarose, solidificados
com 7 g L' de agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem. As
sementes foram transferidas para sala de crescimento a 27+1°C, fotoperiodo de 16
horas e radiacdo de 45 ymol m?2 s™' e monitoradas semanalmente para verificacao
de oxidacao, contaminacédo do meio e dos explantes e percentagem de sementes
germinadas.

3.3 Inducao de calos

Segmentos nodais foram inoculados em meio WPM com 50% de sais,
suplementado com 30 g L' de sacarose e acrescidos dos reguladores de
crescimento 2,4-D (0; 4,52; 9,05; 18,10 uM) e BAP (0; 4,44; 8,88; 17,75uM). Os
meios foram solidificados com 7 g L' de agar e o pH foi ajustado para 5,7 + 0,1,
antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm de pressao, por 20 minutos. Os explantes
foram transferidos para sala de crescimento, nas mesmas condicbes descritas
anteriormente. Diariamente foram monitoradas a taxa de oxidag&o e contaminacéao
dos explantes e aos 54 dias foram avaliadas a porcentagem de indugcao de calos,
cor, consisténcia, a matéria seca e fresca dos calos e teores de fendis e flavonoides
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totais.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado, constituido por
diferentes concentracdes de 2,4-D e BAP, auséncia e presenca de luz e 20 repeti¢oes,
em um total de 280 parcelas.

3.4 Preparo de extrato hidroetandlico

Aproximadamente 200 mg de calos secos foram submetidos por trés vezes a
extracdo com 10 mL de etanol 70%, sob maceracgao e agitacdo constante em aparelho
ultrassom, durante 30 minutos, segundo metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira IV (BRASIL, 1988). Apds, os extratos foram filtrados, reunidos e secos em
estufa a 40°C. Para os doseamentos, os extratos secos foram ressuspendidos em
etanol 70%.

3.5 Teores fenois totais

Os teores de fendis totais foram determinados por meio do método de Folin-
Ciocalteu, segundo Pastrana-Bonilla et al. (2003), a partir da construcdo de uma
curva de calibracdo, empregando-se como padréo, uma solugdo de acido galico
100 mg L. As determinacbes foram feitas em triplicata e o resultado expresso em
microgramas de equivalentes de acido galico, por miligrama de extrato seco (ug
EqAG mg' EB).

3.6 Teores de flavonoides totais

Os teores de flavonoides totais foram determinados pelo método do cloreto de
aluminio, segundo metodologia proposta por Stahl e Schild (1981), modificada por
Woisky e Salatino (1998). Os teores de flavonoides totais foram calculados com base
na construcao da curva de calibragéo, empregando-se como padrao uma solucéao de
rutina 100 yg mL™". As determinag¢des foram realizadas em triplicata e os resultados
expressos em microgramas de equivalentes de rutina, por miligrama de extrato seco
(vg EqR mg™ EB).

3.7 Curva de crescimento dos calos

O estabelecimento da curva de crescimento de calos foi realizado a partir da
inoculagdo de novos segmentos nodais em meio WPM 50%, suplementado com 30
g L' de sacarose e acrescido de 18,10uM de 2,4-D. Os meios foram solidificados
com agar, na proporcao de 7 g L' e o pH ajustado para 5,7 + 0,1. Os explantes foram
transferidos para sala de crescimento e incubados na auséncia de luz, a temperatura
de 25+1°C. A cada 7 (sete) dias, amostras constituidas por 15 calos foram coletadas
e monitoradas, por meio da determinacdo da matéria fresca e seca. A selegcéo das
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amostras foi realizada de forma aleatoria, através do sorteio dos tubos a cada dia
de avaliacdo. Os teores de fendis e flavonoides totais também foram avaliados. O
delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado.

3.8 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e analisados
estatisticamente utilizando-se o Sistema de Analise de Variancia para Dados
Balanceados empregando-se o software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011). Utilizou-se
o Teste de Scoott-Knott (1974), ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao
dos contrastes entre médias dos tratamentos.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Inducao de calos e avaliacao dos fendéis e flavonoides totais

A inducéo de calos ocorreu na presenca de diferentes concentracdes de 2,4-D
e BAP, na auséncia e presenca de luz. Em meios contendo BAP a indugao iniciou-
se a partir do 9° dia apds inoculagao e em 2,4-D, a partir do 14° dia. Em ambos os
tratamentos se observou uma porcentagem de indugao de 95 %.

Os calos apresentaram coloragdes que variaram entre verde, marrom e branco,
sendo aqueles induzidos em auséncia de luz, principalmente em meios com BAP,
com baixos valores de matéria fresca e seca (Figura 1, Tabela 1).

Na presenca de luz, predominaram calos fridveis marrons e verdes e na
auséncia de luz obteve-se calos fridveis, com coloracéo branca e regides marrons
(Figura 1). A coloragcédo esverdeada, na presenca de luz, pode ser explicada pela
presenca de clorofila, cuja sintese é influenciada pela luz (FUKUDA et al., 2008). A
influéncia da luz na indugcao de calos também foi relatada para Pyrostegia venusta
(Bignoniaceae), onde calos friaveis foram obtidos na auséncia de luz (COIMBRA et
al., 2017). Segundo Mustafa et al. (2011) e Souza et al. (2011), os calos friaveis sao
caracterizados por células isodiamétricas, com alta frequéncia de divisées celulares
e sao ideais para o estabelecimento de suspensdes celulares.

0P P 2P 3P 4p 5P
ID D 3D 4D 5D

6P

6D

SRy W

Figura 1. Aspecto geral dos calos produzidos nos diferentes tratamentos. P = presenca de luz;
D = auséncia de luz (0= auséncia de regulador de crescimento; 1= 4,52; 2= 9,05; 3= 18,10 uM
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de 2,4-D e 4= 4,44; 5= 8,88; 6= 17,75 uM de BAP).

Regulador de Presenca de luz
Tratamento .
Crescimento MF* (g) MS*(g) Consisténcia Coloracao
0,49 = 0,07 =
1 4,52 uM 2,4-D 0,17 0.16 F VERDE
0,57 + 0,08 =
2 9,05 uM 2,4-D 0.12 0.02 F VERDE
0,68 = 0,09 =
3 18,10 uM 2,4-D 0.15 0,02 F VERDE/MARROM
0,60 = 0,08
4 4,44 uM BAP 0,29 0,04 F VERDE/MARROM
0,81 + 0,10 =
5 8,88 UM BAP 0.26 0,03 F VERDE/MARROM
0,88 = 0,10 =
6 17,75 uM BAP 0.19 0,02 F MARROM
Regulador de Auséncia de luz
Tratamento .
Crescimento MF*(g) MS*(g) Consisténcia Coloragéo
0,31 = 0,04 =
1 4,52 uM 2,4-D 0.1 0,01 C BRANCO
0,47 = 0,06 = BRANCO/
2 9.05uM 2,4-D 0,10 0,01 C/F MARROM
0,46 + 0,05 = BRANCO/
3 18,10 iM 2,4-D 0,13 0,02 F MARROM
0,12 0,02 = BRANCO/
4 4,44 UM BAP 0,07 0,01 C/F MARROM
0,16 = 0,02 =
5 8,88 uM BAP 0,09 0,01 C/F BRANCO
0,28 = 0,04 = BRANCO/
6 17,75 iM BAP 0,09 0,01 F MARROM

Tabela 1. Matéria fresca (MF) e matéria seca (MS), consisténcia e coloracdo dos calos
induzidos a partir de explantes nodais de L. leucocephala. F= friavel; C= compacto. *Média +
desvio padréo.

Na auséncia de luz, calos induzidos na presenca de 2,4-D apresentaram

A 04 1 B

0,3 1

maiores teores de fendis totais (Figura 2A).
0,2 |

ndd i dd

OPresengade luz  @Auséncia de luz OPresenga de luz  BAuséncia de luz

Fendis (pg EQAG mg' EB)
n
Flavonoides ( pg EqRut mg' EB )

3 4 5 6

Figura 2. Teores de fendis (A) e flavonoides (B) totais em calos de Leucaena leucocephala. 0=
sem regulador de crescimento; 1= 4,52; 2= 9,05; 3= 18,10 uM de 2,4-D e 4= 4,44; 5= 8,88; 6=
17,75 uM de BAP.
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Elevados valores de metabolitos secundarios, foram relatados por Nunes et al.
(2016), em seu estudo sobre a Leucaena leucocephala. Esses autores demonstraram
uma correlagao direta entre a quantidade de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante. Calos induzidos na auséncia de luz, em diferentes concentragdes de
2,4-D e BAP apresentaram rendimentos significativamente superiores de flavonoides
totais, aos encontrados na presencga de luz, com destaque o tratamento com 17,75uM
de BAP (Figura 2B). O explante inicial, na auséncia e presenca de luz, apresentou os
menores teores de flavonoides como demostrado na Figura 2B.

Em Heliotropium indicum, Kumar et al. (2014) observaram calos induzidos com
2,4-D com menor quantidade de fendis e flavonoides em relacéo aqueles induzidos
em meios suplementados com BAP e ANA. Duangporn e Siripong (2009) observaram
um acumulo de metabolitos secundarios em calos de Phyllanthus acidus, quando o
meio foi suplementado com BAP, na presenca de luz. Segundo Jamwal et al. (2017),
o conteudo de flavonoides aumenta com a introducao de reguladores de crescimento
em varios tipos de culturas.

Levando em consideragao o conjunto de resultados avaliados, o tratamento
que proporcionou altas quantidades de compostos fendlicos, elevados valores de
biomassa e presenca de calos friaveis foi o tratamento contendo 18,10 uM de 2,4-D,

na auséncia de luz.

4.2 Curva de crescimento de calos e avaliacao dos teores de fendis e flavonodides
totais

A curva de crescimento de calos de L. leucocephala apresentou um padrao
sigmoidal, com quatro fases distintas: fase lag (0-28 dias), fase exponencial (29-63
dia), fase linear (64-84 dias) e fase estacionaria (85-133 dias). Nao foi detectada
fase de declinio (Figura 3).

A fase lag foi observada até o 28° dia, corresponde ao estadio responsavel
por fornecer energia as células. A fase exponencial observada a partir do 29°
dia, pela maxima divisdo celular é considerada por Smith (2012), como a fase de
intensa biossintese do metabolismo secundario, visto o deslocamento da sintese de
esqueletos de carbono da rota primaria para a secundaria. O crescimento dos calos
chegou a fase linear entre 0 64° ao 84° dia. A partir do 85° dia, os calos entraram na
fase estacionaria, onde o ganho de biomassa foi minimo, em decorréncia da reducao
de nutrientes para a divisdo celular. Segundo Smith (2012), € o momento ideal para
o repique dos calos, para evitar o acumulo de substancias téxicas no meio de cultura
e baixa proliferagao celular.
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Figura 3. Curva de crescimento de calos induzidos a partir de segmentos nodais de Leucaena
leucocephala,em meio WPM com 18,10 uM de 2,4-D, na auséncia de luz.

A curva de crescimento € essencial para o estabelecimento da fase de
repicagem dos calos para um novo meio de cultura e viabiliza o estabelecimento
de subcultivos de suspensdes celulares para obtencédo de compostos fendlicos
(NOGUEIRA et al.,, 2008). A curva de crescimento para calos de Leucaena
leucocephala apresentou um padrdo semelhante ao de outras espécies medicinais
de Cerrado como Stryphnodendron adstringens (CASTRO et al., 2008) e Byrsonima
intermedia (NOGUEIRA et al., 2008).

Os teores de fendis e flavonoides totais foram mais elevados no explante inicial
e em calos com 7 dias de idade, reduzindo significativamente na fase exponencial, e
a partir da fase linear permaneceram praticamente constantes (Figura 4). Observou-
se uma relacdo inversamente proporcional entre o crescimento celular e o acumulo
de compostos fendlicos, corroborando com os estudos de Castro et al. (2008), para
Stryphnodendron adstringens.
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Figura 4. Teores de fendis (A) e flavonoides (B) totais e matéria seca em calos induzidos em
segmentos nodais de Leucaena leucocephala, inoculados em meio WPM suplementado com
18,10 uM de 2,4-D.

A partir da fase exponencial, observa-se a predominéncia da biomassa sobre a
producéo dos compostos fendlicos, considerada por Nicioli et al. (2010), como uma
relacao inversamente proporcional, devido a menor viabilidade de precursores para
o metabolismo secundario. O decréscimo de fendis e flavonoides totais ao longo da
curva pode estar associado ao consumo de sacarose, durante o crescimento celular,
sendo necessarios subcultivos subsequentes para renovacéo da fonte de esqueletos
de carbono e energia para a formacao de metabdlitos secundario (Naik et al., 2010).

51 CONCLUSAO

Os resultados indicaram a possibilidade de obtencdo de compostos fendlicos
in vitro em calos de L. leucocephala, principalmente flavonoides e a necessidade da
conservacao da espécie, devido ao seu potencial biotecnoldgico para producéo de

compostos de natureza fendlica.
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