CULTURA DE TECIDOS DE SM/AX JAPFCANGAGRISEBACH: INDUCAO E CRESCIMENTO DE CALOS

Tissue culture of Smilax japecanga Grisebach: callus induction and growth
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RESUMO

Smilax japecanga Grisebach é uma espécie herbicea, nativa do Brasil, cujos rizomas sio utilizados na
medicina popular como depurativo. Suspensdes celulares, estabelecidas a partir de calos em fase de desaceleragio
do crescimento, constituem alternativa vivel de material vegetal para a obtengio de principios ativos medi-
cinais. Objetivando um melhor aproveitamento das plantas de S. japecanga, procedeu-se 3 indugio de calos a
partir de segmentos de explantes de rizomas e a0 estudo de seu crescimento. Os segmentos de rizomas foram
inoculados em meio MS (MURASHIGE & SKOOG*), suplementado com acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) (0, 0,5 €2,0 mg/1), Thidiazuron (TDZ) (0,0,5¢ 2,0 mg/1) e 6-benzilaminopurina (BAP) (0 e 0,5 mg/
), em arranjo fatorial, totalizando 18 tratamentos. Em todos os tratamentos, foi determinada a produgio de
matérias fresca e seca a cada trés dias. Evidenciou-se a necessidade da utilizagio de reguladores de crescimen-
to na formagdo de calos, sendo que as maiores porcentagens de calogénese observadas foram: 83,3% ©,5
mg/l de 2,4-D + 2,0 mg/1de TDZ + 0,5 mg/1 de BAP), 75,0% (2,0mg/l1de 2,4-D + 0,5 mg/lde TDZ) e
75,0% (0,5 mg/1 de cada um dos reguladores). Nos demais tratamentos, menos que 60% dos explantes
formaram calo. Os calos formados tiveram curvas de crescimento de padrio sigmoide, com a fase de
desaceleragio entre 0 27° € 0 35° dias de cultivo, periodo em que devem ser repicados para meio fresco.

PALAVRAS-CHAVE: Smilax japecanga, planta medicinal, crescimento de calos.

SUMMARY

Smilax japecanga Grisebach is a native brazilian species whose rhizomes are used as depurative in popular
medicine. Cell suspensions, developed from callus in deceleration phase of growth, can be an important source of plant
material for the production of medicinal compounds. To make better use of S. japecanga plants, callus tissue was developed
from rhizome explants and its growth was followed. Rhizome sections were placed on a MS (MURASHIGE &SKOOG?)
medium supplemented by 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (0, 0.5, and 2.0 mg/1), Thidiazuron (TDZ)(0, 0.5,
and 2.0 mg/l)and 6-benzylaminopurine (BAE) (0 and 0.5 mg/l). The treatments consisted of all possible combinations
of growth regulator concentrations (3x 3x 2 factorial experiment). Fresh and dry callus weight were obtained at three-day
intervals. Callus production required the addition of growth regulators. Highest proportions of callus production were:
83.3% (0.5 mg/1 of 2,4-D + 2.0 mg/l of TDZ + 0.5 mg/l of BAP), 75.0% (2.0 mg/1 of 2,4-D + 0.5 mg/l of
TDZ),and 75.0% (0.5 mg/1 of each regulator). Less than 60.0% of the explants formed callus in response to the other
treatments. Growth of calluses followed a sigmoidal pattern with the deceleration phase occurring between the 2710 30%
day of culture. This is the appropriate period for transferring the callus to a fresh medium.
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INTRODUCAO

Smilax japecanga Grisebach. (Liliaceae) ¢
uma planta nativa do Brasil, encontrada em todos
os Estados, muito conhecida gragas ao seu grande
valor terapéutico, circunstincia esta que, desde sé-
culos, lhe tem reservado lugar de merecido desta-
que na medicina popular (MATOS*). Outras
espécies do género Smilax sio usadas na medicina
popular, em paises como a China, Coréia e Japdo,
como por exemplo: S. riparia e S. china sio conheci-
das por apresentarem propriedades antiinflamatdrias
e diuréticas (SASHIDA ez al.%); S. menispermoidea e
S, lebrunii sio desintoxicantes e anti-cancerigenas (JU
et al.; JU & JIAYV); S. sieboldii € usada em artrites e
tumores (WOO et al.*?); e S. macrophylla é recomen-
dada no tratamento de doengas venéreas
(DAULATABAD et al.%). Na Guatemala, S. lundelii
é conhecida como anti-diarréica (CACERES ez al.f).
No Brasil, sio conhecidas: S. officinalis, ou
salsaparrilha, usada no tratamento de gota
(BERNARDO et al.%) e S. japecanga, que € muito usa-
da como medicamento caseiro, nos casos de sifilis,
gota, reumatismos, dermatoses (LORENZI®) e, tam-
bém, como febrifugo e diurético (BALBACH’), sen-
do o rizoma a parte utilizada na forma de cha (FONT
QUERY; BALBACHD).

O interesse crescente por CoOmpostos natu-
rais, principalmente de aplicagio farmacéutica, e as
dificuldades j4 conhecidas para assegurar o forneci-
mento constante de plantas, tém estimulado a inves-
tigacio do potencial de culturas celulares iz vitro como
alternativa para a produgio de metabdlitos secunda-

rios(GRATTAPAGLIA & MACHADO®). Estas cul-

"TABELA L: Concentracdes de2,4-D,TDZeBAP

turas sio estabelecidas a partir de calos os quais de-
vem estar na fase de desaceleragdo do crescimento
(ALFERMANN & PETERSEN?). Nio se tem re-
gistro do desenvolvimento de técnicas de produgio
de suspensdes celulares em S. japecanga.

O presente trabalho teve como objetivo a
inducio de calos, obtidos de rizomas de S. japecanga,
e determinagio de seu padrio de crescimento.

MATERIAL E METODOS

Rizomas de S. japecanga foram obtidos de
plantas localizadas no reservatdrio hidrelétrico de
Camargos, em Itutinga - MG. Os rizomas foram
coletados e levados ao Laboratério de Propagagio
de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal do Departa-
mento de Biologia da Universidade Federal de La-
vras - MG. As porgdes internas dos rizomas foram
seccionadas em partes de aproximadamente 1 cm’ e
submetidas, em cimara de fluxo laminar, 2
desinfestacio através da lavagem por fricgio com
detergente por 10 minutos, seguida de imersio em
4lcool 70% por 1 minuto e em hipoclorito de sédio
50% por 20 minutos. Estes segmentos foram inocu-
lados em tubos de ensaio contendo meio MS
(MURASHIGE & SKOOG*), pH 5,8, suplementado
ou nio com reguladores de crescimento (Tabela 1).
Apbs a inoculagio, os tubos foram mantidos em sala
de crescimento, no escuro, a temperatura de 26*2°C,
por um periodo de 30 dias, durante o qual observou-
se a inducio de calogénese nos explantes.

O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado, com um explante/tubo e
24 tubos por tratamento.

Tratamento 2,4-D (mg/L) TDZ (mg/L) BAP (mg/L)
1 0,0 0,0 0,0
2 0,5 0,0 0,0
3 2,0 0,0 0,0
4 0,0 0,5 0,0
5 0,5 0,5 0,0
6 2,0 0,5 0,0
7 0,0 2,0 0,0
8 0,5 2,0 0,0
9 2,0 2,0 0,0

10 0,0 0,0 0,5
11 0,5 0,0 0,5
12 2,0 0,0 0,5
13 0,0 0,5 0,5
14 0,5 0,5 0,5
15 2,0 0,5 0,5
16 0,0 2,0 0,5
17 0,5 2,0 0,5
18 2,0 2,0 05
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Para determinagio das curvas de crescimento,
os calos foram pesados, a intervalos de 3 dias, durante
um periodo de 39 dias. Apés a avaliagio do peso
fresco, os calos foram colocados em estufa, a 45°C,
durante 48 horas, quando foi feita a determinagio do
peso seco. Cada média foi determinada a partir de
calos retirados de oito tubos a0 acaso e as médias dos
pesos fresco e seco comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade (PIMENTEL
GOMES?).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, pode-se observar o aspecto visual
de um calo formado a partir de explante de rizoma

de S. japecanga. Este calo teve coloragio branco-
amarelada e consisténcia friavel, sendo esta Gltima
caracteristica essencial para a produgo de suspensdes
celulares (DIXONlo TISSERAT?). Os calos
produzidos em meios com diferentes reguladores de
crescimento, em concentra¢des variaveis, nio
diferiram entre si quanto ao aspecto e 4 friabilidade.
Varios autores obtiveram calos friaveis através do uso
de 0,5 mg/1de 2,4-D no meio de cultura, sendo que
maiores concentragdes levaram a formagio de raizes,
como observado em Fhypericum brasiliense (CARDOSO
& OLIVEIRAY), Artemisia absintbum L. (NIN et al2),
A. annua (PANIEGO & GIULIETTI?), e A. pallens
(BENJAMIN et 4l.¥).

Figura 1: Fotograﬁa mostrando calo formado a partir de explante de rizoma de Smilax japecanga Grisebach em

meio MS, 30 dias apds a inoculagio.

Na Figura 2, observa-se que nio houve
formagio de calos na auséncia de reguladores de
crescimento, evidenciando a necessidade de sua
utilizagio para a indugio de calogénese em explantes
de rizomas de S. japecanga. Em todos os tratamentos
em que se obteve porcentagens de calogénese
superiores a 50,0%, utilizou-se reguladores de
crescimento em combinagdes. A maior porcentagem
de calogénese observada (83,3%) foi obtida com a
utilizagdo dos trés reguladores de crescimento na
combinagio de concentrages de: 0,5 mg/1 de 2,4-D
+2,0mg/1de TDZ + 0,5 mg/1 de BAP. Além disso,
obteve-se 75,0% de calogénese quando se utilizou 0,5
mg/l de cada um dos trés reguladores. A mesma
porcentagem foi obtida com 2,0 mg/1de 2,4-D e 0,5
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mg/1de TDZ. Estes resultados confirmam a Teoria
do Balango Hormonal (CALDAS et al’), segundo a
qual a formagdo de calos é favorecida pela
combinagio de pelo menos uma auxina e uma
citocinina. Porém, duas combinagGes dos trés
reguladores resultaram em porcentagens mais baixas.
A utilizagio de 2,0 mg/1 de 2,4-D + 2,0mg/lde TDZ
+ 0,5 mg/1de BAP resultou em 20,8% de calogénese
eade2,0mg/lde2,4-D + 0,5 mg/lde TDZ + 0,5
mg/1de BAP, em 16,7%. Outras combinacdes entre
Uma auxina e uma citocinina também resultaram em
porcentagens relativamente altas de calogénese.
Obteve-se 54,2, 50,0 e 45,8% com, respectivamente,
2,0mg/lde 2,4D + 2,0 mg/lde TDZ, 0,5 mg/1de




2,4-D + 0,5mg/1de BAP e 0,5mg/lde2,4D + 0,5
mg/l de TDZ. As duas combinag¢des entre as
citocininas apresentaram resultados bem distintos.

Observou-se 50,0% de calogénese com 2,0 mg/1 de
TDZ + 0,5 mg/1 de BAP e auséncia de indugio de
calogénese com 0,5 mg/1 de cada uma das citocininas.
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Figura 2: Porcentagens de calogénese obtidas nos tratamentos utilizados para indugio de calos em segmentos
de rizomas de Smilax japecanga Grisebach em relagio as concentragdes de 2,4-D, TDZ e BAP utilizadas
(deacordo com a Tabela 1). Colunas com a mesma letra nio diferem estatisticamente entre si, pelo

teste de Tukey.

Observa-se ainda, na Figura 2, que a utilizagio
de TDZ, isoladamente, n3o induziu a formagio de
calos. Provavelmente as concentragdes utilizadas nio
foram adequadas, pois este regulador de crescimento
tem sido considerado efetivo na indugio de calogénese
(SANAGO et al.®). Além disso, MOK er al.®
afirmaram que o TDZ induz a biossintese de
citocinina end4gena, fen6meno explicado na Teoria
da Autonomia dos Tecidos Vegetais. Isto ja havia sido
observado por THOMAS & KATTERMAN®,
estudando calos de segmentos de raizes de soja sob
dois niveis de TDZ e de 4cido naftalenacético (ANA).

Aplicados isoladamente, 2,4-D e BAP
determinaram porcentagens baixas de calogénese
(Figura 2). As concentragdes de 0,5 e 2,0 mg/1 de
2,4-D induziram calogénese em, respectivamente, 25,0
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e 29,2% dos explantes e a de 0,5 mg/1 de BAP, em
apenas 20,8%. Resultados obtidos por outros autores
indicam a grande variabilidade das respostas de
diversas espécies em relagio a diferentes
concentragdes de reguladores de crescimento
empregados, isoladamente ou em combinagdes.
MORENO et 4l.” obtiveram a indugio de calos em
segmentos de caules das espécies Phyllanthus tenellus,
P. niruri e P. corcovadensis (quebra-pedra) com a
concentragio de 2,0 mg/1 de 2,4-D. ALVES et al.?,
por sua vez, obtiveram a formagio de calos em
meristema de Cecropia glaziovii com a utilizagio de 10
mg/1 de 2,4-D. MORENO ez al.® produziram
brotagdes multiplas em segmentos nodais e apicais
de Phyllanthus carolinensis inoculados em meio MS
acrescido de 0,25 mg/1de BAP. SILVA et ol % testaram
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2,4-D e AIB, isoladamente, e combinacSes de BAP
com 2,4-D e AIB em segmentos de caules de P.
urinaria. Entre as auxinas testadas, o AIB, sem o
suplemento de BAP, promoveu o maior crescimento
dos calos em todas as concentracdes testadas.

As Figuras 3 e 4 mostram as curvas de
crescimento de calos de S. japecanga (explantes de
segmentos de rizomas) obtidas a partir das matérias
fresca e seca, respectivamente. Pode-se observar que
elas tiveram um padrio sigméide com cinco fases
distintas. Este é o padrio tipico de crescimento de
calos, variando quanto 2 durago relativa de cada uma
das fases (MISAWAY). A fase “lag”, na qual as células
preparam-se para a divisio celular, ocorreu até o 9°
dia. SCRAGG & ALLANY definem esta fase como
produtora de energia. A fase exponencial, na qual
ocorre maxima divisio celular, desenvolveu-se do 10°
a0 17° dia. Esta fase é também definida por SCRAGG
& ALLANZ como sendo a fase biossintética. A fase

linear, referida por SMITH? como o perfodo em que
o crescimento e o desenvolvimento celular sio mais
evidentes (reduzindo a divisio celular), ocorreu entre
0 18° e 0 26° dia. A fase de desaceleracio do
crescimento dos calos ocorreu entre o 27° e o 35°
dia. De acordo com SMITH®, nesta fase as culturas
devem ser transferidas para um meio fresco, devido &
redugio de nutrientes, produgio de produtos téxicos,
secagem do agar e a diminuigio de oxigénio no
interior das células dos calos. A fase estacionaria
ocorreu do 36° a0 39° dia. Esta fase ¢ referida por
MISAWAY como o periodo no qual o niimero de
células € constante. Durante os 39 dias subsequentes
2 inoculagio, houve um ganho de peso fresco de
43,6% (Figura 3), e de peso seco, de apenas 34,0%
(Figura 4), fato indicativo de que grande parte do
crescimento observado deveu-se 2 maior hidratagio

das células dos calos.
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Figura 3: Curva de crescimento de calos de Smilax japecanga Grisebach em fungio do peso fresco e tempo de

inoculagio.
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Figura 4: Curva de crescimento de calos de Smilax japecanga Grisebach em fungdo do peso seco e tempo de

inoculagio.

CONCLUSOES

a) A indugio de calos em explantes de rizomade S.
japecanga dependeu da presenga de reguladores de
crescimento no meio de cultivo.

b) Os reguladores de crescimento BAP e 2,4-D
induziram a formagio de calos, isoladamente, e
em combinagdes entre si e com combinagio com
TDZ.

¢) TDZ, isoladamente, nio induziu calogénese.

d) Os calos formados de S. japecanga tiveram coloragio
branco-amarelada e consisténcia friavel.

e) As curvas de crescimento dos calos, em termos de

matérias fresca e seca, tiveram um padrio sigméide tipico.

f) A repicagem ou utilizagio dos calosde S. japecanga,
para produgio de suspensdes celulares, deve ser
feitado 27° a0 35° dia de cultivo.
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