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Avaliacao de diferentes concentracoes de auxinas e tipos de explantes na
indugdo e crescimento de calos de Cissus sicyoides L., uma planta medicinal’
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RESUMO - Cissus sicyoides L. é uma espécie da regido amazbnica utilizada no controle
de estados epilépticos e diabetes. Foi estabelecido um protocolo in vitro para a indugéo e
manutencio de calos desta espécie, que permitiro estudos posteriores sobre regulagao e
producao de compostos de interesse. Para possibilitar a cultura de calos, procedeu-se a
escolha do melhor tipo de explante bem como do melhor tipo e concentragéao de auxina.
Posteriormente, foram determinadas as condi¢gdes para a manutengéo dos mesmos e
especificou-se as fases de crescimento celular. Folhas de plantulas estabelecidas in vitro,
foram os explantes que promoveram os melhores calos, em meio MS suplementado com
21,9 mM de ANA, no escuro, 0s quais apresentaram-se amarelados e friaveis. A curva de
crescimento de calos avaliada até o trigésimo dia, apresentou as fases lag, log, linear e
desaceleragao e, nao foi necessario reduzir as concentragdes de sacarose para a manu-
tencao dos mesmos.

Palavras Chave: auxinas, plantas medicinais

ABSTRACT - Cissus sicyoides L. is an amazonic species and it is used to control diabetes
and epileptic. A protocol for callus induction and maintenance was established for this
species and can now be used for further studies on the regulation and production of secondary
metabolites in vitro. To turn the callus production possible it was choose the better explant
type as well as the better type and better auxin concentration. It were found the condition
to maintain those callus and was specified the growth phases. The leaves from plantlets
were the explants who gave better callus on MS medium supplemented with 21.9 uM of
NAA in the dark, which showed yellow color and friable. The callus showed three growth
phases and it was not necessary to lower sucrose concentrations to maintain callus growth.
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INTRODUCAO

Cissus sicyoides L., também conhecida
como insulina vegetal, cipé-puca e anil trepador,
€ uma trepadeira da América Tropical pertencen-
te a familia Vitaceae. E encontrada na Regido
Amazdnica. Esta espécie é usada, popularmen-
te, no tratamento de diabetes, controle de esta-
dos epilepticos, sudorifico, hipotensor e no trata-
mento de doencas do coragao (Silva, 1995). Dos
seus frutos podem ainda ser extraidos pigmentos
utilizados como corantes alimenticios (Toledo,
1983). Esta espécie contém alcaldides, flavondi-
des (Albuguerque,1989), esterdides, saponinas,
compostos fendlicos (Silva,1995) e antocianinas
(Toledo,1983) e tem atividade farmacoldgica com-
provada no tratamento de convulsdo, doencas do
coracao (Costa, 1980) e no controle de diabetes
crbnica (Pepato, 1998).

Calos & um tecido relativamente indife
renciado consistindo, principalmente, de células
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parenquimatosas. O tecido do calos € usado para
estudos em citologia de plantas, fisiologia, mor-
fologia, anatomia, bioguimica, patologia, genéti-
ca e produgao e acumulo de metabdlitos secun-
darios (Trigiano & Gray, 2000). Um dos fatores
mais importantes para se obter a calogénese, é a
escolha do explante, uma vez que o potencial
morfogenético para induzir o calos, geralmente,
varia com o tipo e arigem do explante (Bhau &
Wakhlu, 2001).

Nao ha referéncias sobre a produgao de
calos in vitro desta espécie. Portanto, o principal
objetivo do presente trabalho foi verificar os efei-
tos de diferentes concentragtes de auxinas e di-
ferentes tipos de explantes na indugéo e cresci-
mento de calos, que poderdo ser utilizados, pos-
teriormente, para o estudo da biossintese de
metabdlitos com importancia farmacologica.

MATERIAL E METODO

CONDICOES GERAIS DOS EXPERIMENTOS
O presente trabalho foi realizado no La-
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boratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medici-
nais da Universidade Federal de Lavras - UFLA,
Lavras (MG), Brasil, no periodo de junho de 1996
a outubro de 1997. Exsicatas estdo depositadas
no Herbaric ESAL do Departamento de Biologia
da UFLA, sob registro nimero 10976

Para a condugédo dos experimentos fo-
ram obtidas plantas matrizes propagadas por meio
de estacas de ramos, utilizando-se substrato co-
mercial Plantmaxa, em casa de vegetagao.

Para a inoculagao de materiais vegetais
provenientes da casa de vegelagao, os explan-
tes foram desinfestados sob lavagem em agua
corrente, por 30 minutos e imersos em hipoclori-
to de sadio comercial a 30% (pH 6,0) por 15 mi-
nutos e, posteriormente, em condigdes assépti-
cas, 0s explantes foram lavados por seis vezes
em agua destilada esterilizada.

Em todos os experimentos, os explantes
foram inoculados em frascos de 250 mL, conten-
do 30 mL de meio. As culturas foram mantidas a
25 + 1°C, sendo que aquelas cultivadas na pre-
senca de luz foram submetidas a 16 horas de ir-
radiancia a 12,5 mmol.m*s". Apés 30 dias, as
culturas foram avaliadas quanto a materia seca
dos calos formados, coloragéo, friabilidade e nu-
mero de raizes. Os dados obtidos foram submeti-
dos a analise de variancia, utilizando os niveis de
significAncia de 1%.

EFEITO DE CONCENTRAGOES DE 2,4-D
E ANA NA INDUQﬁQ DE CALOS NA
PRESENCA E AUSENCIA DE LUZ

Folhas jovens obtidas das plantas matri-
zes, com um ano de idade, mantidas em casa de
vegetacao, foram utilizadas como explante. Apos
a desinfestagdo, os explantes foram excisados em
tamanhos de 1cm? e inoculados em meio de cul-
tura de Murashige & Skoog (1962) - MS, conten-
do 3% de sacarose, 0,65% de agar sendo suple-
mentado com: 0,0; 0,44; 2,2; 4,4 e 9,0 mM de
2,4-De0,0; 054; 27, 54; 10,8 e 21,6 mM de
ANA. O pH foi ajustado para 5,8 antes da auto-
clavagem. As culturas foram entdo, mantidas a
25 + 1°C no escuro e na luz. O delineamento es-
tatistico foi o inteiramente casualizado num fato-
rial de 5 x 6, com sete repetiges, sendo cada
parcela composta por trés frascos com trés ex-
plantes cada.

EFEITO DE CONCENTRACOES DE 2,4-D
E ANA E DIFERENTES TIPOS DE
EXPLANTES NA INDUGCAO DE CALOS

Foram utilizadas folhas jovens, gemas
apicais e internddios jovens obtidos das plantas
matrizes. Apés dosinfestagdo os explantes foram
inoculados (1cm®) em meio de cultura MS com
sacarose 3%, solidificado com agar 0,65% e su-
plementado com a interagdo: 0,0; 0,22; 0,45 e
0.9mMde 2,4-D e 0,0; 10,8 e 21,6 mM de ANA,

mantidas no escuro. O delineamento experimen-
tal foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial de 4 x 3 x 3, com quatro repeti¢des, sen-
do cada parcela composta por dez frascos, con-
tendo trés explantes em cada recipiente.

EFEITO DE CONCENTRACOES DE ANA E
SACAROSE NO CRESCIMENTO DE CALOS
Calos com 30 dias foram repicados e ino-
culados, com um tamanho de 1cm®, em meio de
cultura MS, 0,65% de agar, sendo suplementado
com a interagdo: 0,0; 10,8 e 21,6 mM de ANA
com 2 e 3% de sacarose, mantidas no escuro. O
pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.
O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial de 3 x 2, com
sete repetigdes, sendo cada parcela composta por
vinte frascos, contendo trés explantes em cada
recipiente. )

EFEITO DA FONTE DE ORIGEM DO
EXPLANTE NA INDUCAO DE CALOS

Calos foram induzidos a partir de folhas
jovens retiradas das plantas matrizes mantidas
em casa de vegetagao e de plantulas pre-estabe-
lecidas in vitro. Os explantes foram excisados no
meio da nervura central e, individualizados em
tamanho aproximado de 1cm®. Posteriormente,
foram inoculados em meio de cultura de MS, con-
tendo 0,65% de Agar, 3% de sacarose e suple-
mentado com 21,6 mM de ANA. As culturas fo-
ram mantidas no escuro.

CURVA DE CRESCIMENTO DE CALOS

Para o estabelecimento da curva de cres-
cimento celular foram utilizados calos induzidos
a partir de folhas de plantulas de C. sicyoides
estabelecidas in vitro, com tamanho de 1cm” em
meio de cultura de MS, contendo 3% de sacaro-
se, solidificado com 0,65% de agar e, suplemen-
tado com 21,6 mM de ANA, sob regime de escu-
ro. Os calos foram mantidos no mesmo meic de
inducéo. Apds o segundo subcultivo foi determi-
nada a curva de crescimento dos calos, os quais
foram pesados em intervalos de 3 em 3 dias, du-
rante 30 dias. A determinagao da matéria seca
foi obtida apds permanecerem em uma estufa de
circulagéo forgada de ar com uma temperatura
de 45°C por 36 horas. Foram utilizados 12 repeti-
¢Oes para cada intervalo.

ANATOMIA FOLIAR

Folhas de C. sicyoides foram fixadas em
F.A.A. (fenol, acido acético glacial e alcool etilico
70° GL), por 72 horas (Johansen, 1940) e, poste-
riormenteo, consorvadas om dlcool etilico 70° GL.
As laminas permanentes das folhas, foram pre-
paradas segundo técnicas usuais de inclusdo em
parafina, apds desidratagdo em serie alcodlica
etflica (Johansen, 1940; Sass, 1951). Os cortes
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foram seccionados com auxilio de micrétomo ro-
tatdrio, em séries orientadas transversalmente e,
submetidos ao processo de coloragdo com safra-
blau (safranina — azul de astra) (Bukatsh, 1972).

RESULTADO E DISCUSSAO

EFEITO DE CONCENTRACOES DE 2,4-D
E ANA NA INDUCAO DE CALOS NA
PRESENCA E AUSENCIA DE LUZ

Quando uma parte da planta é danifica-
da, uma resposta ao ferimento é induzida para
reparar a porgao danificada. Esta resposta con-
siste, inicialmente, na indugéo da diviséo das cé-
lulas adjacentes a lesao, as quais repararao o fe-
rimento. Isto é seguido pelo depdsito de lignina,
suberina, cera, dentre outras substéncias; para
dar protecédo a planta. Se, entretanto, este frag-
mento for inoculado em meio de cultura definido,
a resposta ao inicio da divisao celular pode ser
estimulada e induzida através da influéncia exd-
gena de reguladores de crescimento. Assim, frag-
mentos de folhas jovens de Cissus sicyoides fo-
ram inoculados em meio de cultura, a fim de de-
terminar uma indugao na divisao celular. Verifi-
cou-se que dentre as auxinas estudadas, o ANA
foi a mais efetiva na inducéo de calos, no entan-
to, notou-se que esse regulador em baixas con-
centragdes (0,54 e 2,7 mM) inibiu a formagao de
calos em folhas jovens de C. sicyoides. Foram
observados cobertura total dos explantes pelos
calos, nas concentragdes de 10,8 mM de ANA,
tanto na luz como no escuro g, 21,6 mM de ANA
somente no regime de escuro. Observou-se, tam-
bém que a maior indugdo ocorreu com a auxina
ANA no regime de escuro. Os calos apresenta-
ram-se com uma consisténcia fridvel e, com uma
coloragao branco-amarelada, ao contrario dos
calos induzidos na luz que apresentaram uma
coloragd@o marrom e pouco fridveis. Nos tratamen-
tos com 2,4-D, apesar de ocorrer indugéo de ca-
los em todas as concentragGes, na presenga ou
nao de luz, estes apresentaram-se pouco fridveis,
com uma coloragdo marrom, com excegao da
menor concentragao (0,4mM).

Os calos que cresceram na presenga
de ANA, revelaram maior ganho de matéria
seca quando expostos a concentragao de 21,6
mM no regime de escuro, enquanto que na pre-
senca de luz a concentrag@o mais eficiente foi
de 10,8 mM de ANA (Figuras 1C e 1D). Os ca-
los induzidos nos tratamentos com 2,4-D, obti-
veram um maior ganho de matéria seca na
concentragao de 0,4 mM, sendo que nas con-
centragdes mais elevadas ocorreu um decres-
¢ime (Figuras 1A ¢ 1B). Qs reguladeres de cros-
cimento mostraram uma diferenga no ganho de
matéria seca. Os calos induzidos na melhor
concentragio de 2,4-D, na presencga ou nao de
luz, tiveram um menor ganho de matéria seca
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quando comparados com os melhores trata-
mentos contendo ANA no regime de escuro.

FIGURA 1. Matéria seca de calos de folhas jo-
vens de Cissus sicyoldes com 30 dias, induzidos
em diferentes concentragdes de 2,4-D (A e B) e
ANA (C e D) no escuro e na luz.
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A cultura de calos € uma forma de estu-
dar a regulacéo da sintese de uma série de me-
tabolitos secundéarios. Durante a indugéo de ca-
los, em espécies com potencial medicinal, deve-
se ter a preocupagao em utilizar reguladores de
crescimento que nao interfiram na sintese de
metabdlitos secundarios de interesse. O regula-
dor de crescimento 2,4-D, é considerado o mais
eficiente para a indugéo de calos, mas ha varios
relatos da sua interferéncia na sintese de diver-
sos compostos secundarios de interesse. O regu-
lador de crescimento ANA, é eficiente na indugao
de calos e, ha poucos relatos da sua interferéncia
na sintese de compostos de interesse (Guang-
Zhi, 1989 e Jonard, 1991).

EFEITO DE CONCENTRAGOES DE 2,4-D E
ANA E DIFERENTES TIPOS DE EXPLANTES
NA INDUCAO DE CALOS

Um dos fatores mais importantes para se
obter calogénese é a escolha do explante, uma
vez que o potencial morfogenético dos calos,
geralmente, varia com a origem do explante. A
variagdo na habilidade de diferentes explantes
formarem calos tem sido reportada por Bhau &
Wakhlu, 2001.

Observou-se a formagédo de calos em
todos os tratamentos, no entanto, a medidaque a
concentragdo de 2,4-D aumentou, houve um ini-
¢io de necrose nes calos formados.

Os explantes caracterizados por internd-
dios e folhas mostraram-se os mais eficientes para
a formacgao de calos, do que as gemas apicais
tanto na auséncia de ANA, como na interagao
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FIGURA 2. Matéria seca de calos de Cissus sicyoides, obtidos a partir de diferentes explantes (gema,
folha e internédios) e submetidos a diferentes interagdes de 2,4-D com 0,0 (A), 10,8 (B) e 21,6 (C) mM de

ANA com 30 dias.
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ANA/2,4-D (Figura 2). Nas concentragdes de 10,8
e 21,6 mM de ANA, os maiores ganhos de mate-
ria seca dos calos ocorreram na auséncia de 2,4-
D nos trés explantes testados (Figuras 2B e 2C).
Os calos formados nestas concentragdes apre-
sentaram consisténcia fridvel e colorag@o bran-
co-amarelada.

O ganho de matéria seca dos calos, no
explante folha, foi crescente com o aumento das
concentragbes de ANA para a maioria dos trata-
mentos e, decrescente com o aumento das con-
centragdes de 2,4-D. Resultado semelhante foi
obtido por Roberts (1989), que obteve um cresci-
mento maximo de calos de Aifanthus altissima em
meio de cultura contendo 21,6 mM de ANA e,
em trabalhos posteriores, foi mostrado que esta
concentragdo nao afetou a sintese do composto
poliacetileno, produzido em suspensao celular,

O explante segmento internodal, apesar
de ter proporcionado calos com maior ganho de
matéria seca, néo ¢é ideal para a indugéo de ca-

los, para a espécie em estudo, pois ocorre o cres-
cimento e desenvolvimento de raizes. A folha,
portanto é o explante mais adequado para a in-
ducgéo de calos em C. sicyoides na presenca de
21,6 mM de ANA no escuro.

EFEITO DE CONCENTRACOES DE ANA E
SACAROSE NO CRESCIMENTO DE CALOS

A permanéncia dos calos, por muito tem-
po, no meio de indugédo pode favorecer a ocor-
réncia de diferenciagéo celular ou ocasionar um
inicic de necrose, devido a exaustdo de nutrien-
tes e acumulo de substancias téxicas. Uma for-
ma de manter os calos num estado nao - diferen-
ciado, mas em plena proliferagao e, evitar a for-
magao de necrose & através das repicagens des-
tes para um novo meio de cultura.

Na avaliagao da interagao entre ANA e
sacarose, foi verificado que com 2% de sacaro-
se, 0 maior ganho de matéria seca ocorreu na
concentragdo de 10,8 mM de ANA, onde os calos
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TABELA 1. Matéria seca (g) e coloragdo de calos de Cissus sicyoides, produzidos a partir de diferentes
concentragbes de ANA e sacarose com 30 dias.

Tratamentos s i
ANA (M) Sacarose (%) Matéria seca (g) Coloracao

0 2 0,022c Marrom
10,8 2 0,07%b Branco-amarelado

21,6 2 0,039¢ Marrom

0 3 0,034¢ Marron
10,8 kC 0,098a Branco-amarelado
21,6 3 0,097a Branco-amarelado

apresentaram-se com uma coloragdo branco-
amarelada e consisténcia friavel. Com 3% de
sacarose, o ganho de matéria seca foi maior e,
nao diferiu nas concentragdes de 10,8 e 21,6 mM
de ANA (Tabela 1), os quais apresentaram-se
branco-amarelados e friaveis. Embora, as con-
centragbes de 10,8 e 21,6 mM de ANA nao tenha
mostrado diferenga estatistica no ganho de ma-
téria seca com 3% de sacarose, a menor concen-
tragdo mostrou-se mais adequada para manter
0s calos com poder de proliferagao, visto que estes
apresentaram melhor aparéncia, além de ser mais
vantajoso, do ponto de vista econdmico. Resul-
tados semelhantes foram obtidos por Bajaj & Si-
mola (1991) para a manutencéo de calos de Atro-
pa belladona L. (Solanaceae).

Normalmente, a indugéo de calos requer
concentragbes mais elevadas de auxinas para
ocasionar a divisdo celular ac redor da regiao le-
sionada no explante primario. Entretanto, para a
manutengéo de calos, ndo & necessaria a adigéo
de elevadas concentragdes de auxinas, mas ape-
nas o necessario para a manutengao do metabo-
lismo celular. Alem disso, na fase de manuten-
¢éo, as células estao mais homogéneas e as con-
digdes de crescimento (meio de cultura e fatores
de crescimento fisico) continuam sendo as mes-
mas da indugdo. Em uma planta medicinal da
India, Coleus forskohlii Brig. (Laminaceae), Re-
ddy et al. (2001) observaram que, quando aumen-
taram a concentragao do regulador de crescimen-
to, a taxa de crescimento do calos decrescia.
Assim, a manutengao de calos de C. sicyoides
podera ser realizada em meio de cultura conten-
do 10,8 mM de ANA com 3% de sacarose e no
regime de escuro.

EFEITO DA FONTE DE ORIGEM
DO EXPLANTE NA INDUQED DE CALOS
E ANATOMIA FOLIAR

Nao somente o tipo de explante pode in-
fluenciar na indugao de calos, mas a fonte e a
epoca de colheita do material. A partir das dife-
rentes origens dos explantes, observou-se que o
ganho médio de matéria seca foi de 56 mg para o
oxplante proveniente de casa de vegetagéo e 245
mg para os explantes oriundos de plantulas obti-
das in vitro. Este aumento na matéria seca obtido

da fonte in vitro, correspondeu um ganho de 437%
a mais do que o explante proveniente da casa de
vegetag@o. Uma explicagao para isto, € a hipote-
se que o nivel de auxina endégena tenha aumen-
tado no explante durante o cultivo in vitro. Jain &
Datta (1992) usaram explantes de Morus bomby-
cis Koidz, provenientes da cultura in vitro e, tam-
bém, obtiveram um maior ganho.

Os calos oriundos de plantulas estabele-
cidas in vitro, apresentaram uma massa celular
mais uniforme, do que os calos obtidos a partir
de plantas mantidas em casa de vegetagao. No
tecido proveniente de casa de vegetagao, foi pos-
sivel visualizar uma diferenciagao das células do
paréngquima, as quais apresentaram tamanhos
diferenciados com presencga de rafideos e dru-
sas. O tecido foliar proveniente de cultura de te-
cidos, apresentou uma formagao de células nao
diferenciadas, as quais possuem tamanhos se-
melhantes (dados nao mostrados).

Em teoria, para a indugéo de calos, qual-
guer tecido pode ser utilizado como explante,
devido a totipoténcia dos tecidos vegetais. Mas,
na pratica, procura-se utilizar explantes que con-
tenham maior proporgao de tecido meristematico
ou menos diferenciado (Grattapaglia e Machado,
1990). Uma vez que, segundo Kerbauy (1998),
para o estabelecimento de culturas a partir de
células maduras (vacuoladas) é necessario que
estas sofram desdiferenciagdo. No entanto, se no
tecido houver apenas células nao diferenciadas,
estas estardo aptas a entrarem em divisdo celu-
lar imediatamente.

O explante oriundo de plantulas esta-
belecidas in vitro sobressaiu em relagao ao
ganho de matéria seca, uma vez que estes
apresentaram um tecido menos diferenciado
quando comparado com o tecido proveniente
de casa de vegetagao. O tecido menos dife-
renciado apresenta maior potencial para ocor-
rer a divisdo celular, porque nao ha a necessi-
dade das células desdiferenciarem-se e, estas
apenas multiplicaram-se. Dessa forma, a utili-
2a¢ao0 de explantes orlundos de casa de vege-
tagdo, durante os periodos de inverno, para a
indugdo de calos, deve ser evitada dando-se
prioridade para folhas de plantulas estabeleci-
das in vitro.
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CURVA DE CRESCIMENTO DE CALOS

Através da Figura 3, observa-se a curva
de crescimento dos calos de Cissus sicyoides
avaliados dentro de um periodo de 30 dias. A fase
lag, na qual as células preparam-se para a divi-
sao celular e, onde sao metabolizadas uma série
de enzimas para originar novos substratos, ocor-
reu até o sexto dia. A fase logaritmica (cresci-
mento exponencial) iniciou-se no sexto dia es-
tendendo-se até vigésimo sétimo dia. Apés esse
periodo, o crescimento dos calos mostraram uma
tendéncia a entrar na fase de desaceleragao de
crescimento, sendo que nao foi possivel eviden-
ciarmos o final da fase de declinio do crescimen-
to celular, pois tornou-se impossivel realizar as
avaliagtes, devido os calos terem revelado uma
aparéncia fisica caracteristica de senescéncia,
bem como modificagao na coloragao, apresen-
tando-se bastante escurecidos.

FIGURA 3. Curva de crescimento, a partir da

matéria seca de calos de Cissus sicyoides até aos
30 dias de cultivo,
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Segundo Hirose et al. (1990), esse decli-
nio mitético contrasta com a propriedade das ce-
lulas, de algumas espécies, produzirem algum tipo
de metabdlito secundario. Por isso, & importante
definir os periodos das fases de desaceleragao e
estacionaria, pois séo nestas fases que podem
ocorrer 0 acumulo de metabdlitos secundérios na
maioria das espécies com potencial medicinal.
Como por exemplo, em Catharanthus roseus o
acumulo dos alcaldides ajmalicine e serpentine é
maximo durante a fase estacionaria (Sakuta e
Komamine et al, 1987) mas, isto ndo é regra ge-
ral, porque na fase logaritmica, também, pode
ocorrer a produgac de metabdlitos secundarios
(Jayakumaran, 1992).

A partir dos resultados obtidos neste tra-
balho sugerimos a realizagao de analises fitoqui-
micas, nas diferentes fases de crescimento, para
se saber em qual delas ocorre o acimulo de subs-
tancias de interesse e, em fungao destes resulta-
dos, sera possivel a determinagéo da epoca em
gue as repicagens de manutengéo deverao ser
realizadas nos calos desta espécie,
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