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INTRODUGAO
Os inseticidas de origem vegetal sao pouco utilizados atualmente, devido ao aparecimento
dos defensivos sintéticos. Cita-se a nicotina, que praticamente nao é mais usada e, a
rotenona, que entre os rotendides. & a principal substancia contida nas raizes do timbo.

Essa substancia € um veneno violentissimo para insetos e animais de sangue frio.

O meio nutritivo mais utilizado em cultura de tecidos & o 'MS’ de Murashige e Skoog (1962),
embora a concentracao de nutrientes deste meio nutritivo deva ser melhor estudado devido
a diferentes respostas obtidas por diversas especies (Pierik, 1987, Caldas, Haridasan e
Ferreira, 1998). Tecidos originados das varias partes de uma planta podem possuir
diferentes requerimentos para se desenvolver in vitro (Murashige e Skoog, 1962). O
nitrogénio (N) e o fosforo (P) estac entre os macronutrientes que sao requeridos em grandes
quantidades, comparativamente, e por isso sdo chamados de macronutrientes. Para George
e Sherrigton (1984), embora algumas plantas respondem satisfatoriamente a adigao de
apenas nitrato (NO,) ao meio nutritivo e a maioria delas necessita de nitrogénio nitrico e
amoniacal (NH."), sendo necessario encontrar o balanco ideal de NH,” / NO5; para o étimo
crescimento e desenvolvimento in vitro. O P & absorvido pelas plantas na forma de ion
H,PO.: e e nesta forma que é acrescentado nos meios nutritivos (Caldas, Haridasan e
Ferreira, 1398) No meio 'MS’, o fosfato de potassio monobasico € usado na concentragao
de 1,25 mM. Este nivel & considerado haixo para algumas culturas, sendo recomendado a
suplementacao com um nivel igual de fosfato de sodio monobasico (Murashige, 1974).

Furmanowa e colaboradores (1997) relatam os efeitos de condi¢gdoes de cultura e
componentes do meio. sobre a taxa de crescimento de calos e a producdo de ‘taxanes’ em
calos de Taxus media cv. Hatfieldii. Para indugdo e manutencdo de calos, um meio nutritivo
‘B5" e um meio nutritivo de White-Rangaswamy (‘WR') com diferentes modificagdes foram

usados com sucesso.
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Estudos sobre componentes de meio de cultura e a hiossintese de compostos secundarios
em calos de timbo sao raros. Este trabatho foi conduzido com o objetivo de determinar os
efeitos de concentragdes dos sais de N e de P do meio 'MS’ na fase de manutengao de

calos, oriundos de segmentos de fotha e raiz de plantulas de D. urucu germinadas in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os calos foram induzidos usando-se segmentos de folha e de raiz de plantulas de D. urucu
germinadas in vitro. Segmentos de folha medindo 1 cm’ foram inoculados em meio nutritivo
‘MS’, suplementado com 1,6 mg/L de 24-D e segmentos de raiz 1 cm de comprimento
inoculado em meio nutritivo ‘MS’, supfementado com 1,6 mg/LL de ANA + 1,0 mg/L de BAP.
Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio de 150 x 25 mm, contendo 15 mbL do
meio nutritivo ‘MS’, sacarose 3%, solidificado com 0,7% de agar, pH ajustado para 5,7+0,1 e
mantidos em sala de crescimento a 26,0+1,0 °C, umidade relativa do ar a 70+5%,
fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 25 umol.m”.s ', durante 28 dias. Apds este periodo,
procedeu-se a etapa de manutengao dos calos, na qual, trés fragmentos de calos com cerca
de 1 cm de didmetro oriundos dos tratamentos de indugao foram inoculados em frascos de
vidro de 250 mL, contendo 30 mL do meio nutritivo ‘'MS' (Quadro 1), suplementados com 2,0
mg.L' de ANA + 2.0 mgL ' de BAP, sacarose 3%, solidificado com 0.7% de agar, pH
ajustado para 5,7+0,1 e mantidos em sala de crescimento nas maesmas condi¢ées citadas
anteriormente. durante 28 dias e, em seguida, subcultivados por mais 28 dias. Os efeitos
dos tratamento foram avaliados pelas seguintes varidveis de resposta: matérias fresca e
seca de calos (MFCALO e MSCALOQO. respectivamente) e teor de compostos rotendides (%

Rot) aos 28 e 56 dias de cultivo da fase de manutencdo de calos.

Quadro 1 — Tratamentos usados na fase de manutencdo de calos oriundos de segmentos

de folha e de raiz de Derris uruct.

___Tratamento | N eP (concentragao relativa do meio nutritivo de ' MS’)
| N-NH, + N-NO, P-KH,PO.
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A quantificagdo de compostos rotendides foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). usando-se extratos metandlicos oriundos de amostras duplicadas de 10
mg de calos secos e triturados por amostra por tratamento. A quantificacao foi realizada em
um cromatégrafo Marca SHIMADZU, Modelo LC — 9A, equipado com coluna PEGASIL ODS.
Durante a operacao, a fase movel usou metanol/agua (70/30), vazao de 1 mbL/min, injecado
de 20 pL da amostra e detecgao apos 20 minutos, em detector SHIMADZU, Modelo SPD —
BAV SPECTROMETRIC UV - VIS a 280 nm. Os explantes (calos) oriundos de cada
tratamento de inducgdo foram considerados na etapa de manutencdo de calos como um
experimento isolado. O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 10 x 2 (10 variagdes de N e P e 2 subculturas), com trés repeticbes. Os
dados obtidos naﬂetapa de manutenc¢ao de calos foram submetidos a analise de variancia e
de acordo com os resultados das analises os dados foram novamente processados e, as

medias comparadas atraves do teste de Tukey a 0.05 de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises de variancias dos dados detectaram efeitos significativos
diferenciados para fatores e suas interacgdes, indicando que os meios de cultura (MC), as
épocas de avaliagcdo (EA) e sua interacao tiveram influéncias determinantes nestas variaveis
de respostas. Pela Tabela 1, observam-se 0s valores das médias dos pescs das MFCALO e
MSCALO de D urucu oriundos de segmentos de folha, aos 28 e 56 dias de cultivo in vitro,
em dez meios nutritivos de manutencao. Pode-se notar que, aos 28 dias de cultivo nos
mejos de manutencdo. o melhor resultado da MFCALQ foi ohtida pelo tratamento 9, porém
este nao diferiu estatisticamente dos tratamentos 3, 4, 5. 6. 8 e 10 Aos 56 dias, os melhores
resultados foram proporcionados pelos tratamentos 4, 5, 9 e 10. Para os valores das médias
da MSCALQO, aos 28 dias de cultivo in vitro nos meios de manutencdo nao se verificou
efeitos significativos, enquanto que aos 56 dias. os melhores resultados foram
proporcionados pelos tratamentos 9 e 10, porém estes ndo diferiram estatisticamente dos
tratamentos 4, 5. 6 e 8. O crescimento de calos. em termos de MFCALO, oriundos de
segmentos de fotha foi reduzido pelas reducdes nas concentragoes e formas de N e da
concentracao de P dos sais do meio nutritivo ‘'MS' Na presenca da ¥z de N-NH," ou 2 de N-
NO,. em combinacdo com a metade da a fonte de P dos sais do meio nutritivo ‘MS’, ccorreu
uma reducgdo significativa de crescimento de calos medidos em termos de MFCALO.

Resuitados semelhantes sao relatados em Grattapaglia e Machado (1998).



Tabela 1 - Meédias para matérias fresca e seca de calos (MFCALO e MSCALO,
respectivamente), induzidos com 1,6 mg/L de 2,4-D em segmentos de folha
de plantulas de Derris urucu. mantidos durante 28 e 56 dias, em dez meios de

manutencao de calos.

Tratamento’ Variaveis de respostas
(N-NH, +N-NO7 +P-KH,PO.) MFCALO (a) MSCALO (g)
28 dias 56 dias 28 dias 56 dias
1(172+0+1/2) © 7 29359bc  35921cd  0.4751a  0.2634c
2 (0+1/2+1/2) 2.6000bc 1.4526d 0,1638a 0,1243d
3 (1/2+1/2+1/2) 3,3352abc 9,5986b 0,1730a 0,4511b
4 (1+1+1/2) 4,9093ab 14,7608a 0,1843a 0,5254ab
5 (2+2+1/2) 5,5690ab 15,8646a 0,2300a 0.5820ab
6 (1/2+0+1) 3.8952abc 6.3663c 0,2021a 0.4699ab
7 (0+1/2+1) . 1,5548c 1.9135d 0,1359%a 0.1689cd
8 (1/2+1/2+1) 5,1887ab 11,3367b 0,2273a 0.4858ab
9 (1+1+1) 6.3916a 15,5399a 0.2523a 0,5964a
10 (2+2+1) 4,549%abc_ 14,5282a 0,2043a 0,5853a

Letras distintas na vertical iﬁrﬁr‘:a—rﬁ'dﬁifemnqhq astatisticas éingiﬁéaii\)as a0 nivel de 0.05 de probabilidade 'pélo
leste de Tukey.
* Referentes as concentragoes dos sais de N e P do meio nutritivo ‘MS".

As analises quimica de compostos rotendides determinadas por CLAE em calos de D. urucu
oriundos de segmentos de folha, durante 28 e 56 dias nos meios de manutengdo nao
detectaram a presenca destes compostos. Compostos secundarios produzidos pela planta
mae, na maioria dos casos, nao sao encontrados em calos. Apenas a regeneragao da raiz,
dos brotos foliares e da propria planta restauram a producao destes compostos (Kawaguchi
et al. . 1993).

Na Tabela 2 ohservam-se 05 valores das medias dos pesos da MFCALO de timbo oriundos
de segmentos de raiz, aos 28 e 56 dias de cultivo in vilro. em dez meios nutritivos de
manutencdo. Apos 28 dias de cultivo nos meios de manutengao, verificou-se que, 0s
melhores resultados MFCALO foram obtidas pelos tratamentos 4 e 9, porém estes nao
diferiram estatisticamente dos tratamentos 1, 3. 5, 8 e 10. Aos 56 dias de cuftivo, o methor
resuftado foi proporcionado pelo tratamento 4. Para os valores das médias da MSCALO aos
28 dias verificou-se que os melhores resultados foram proporcionados pelos tratamentos 3,
4 e 9, porém estes nao diferiram estatisticamente dos tratamentos 1. 5, 8 e 10. Aos 56 dias,
o meihor resultado foi obtido pelo tratamento 4, porém este nao diferiu estatisticamente dos
tratamentos 3. Em geral. os efeitos das redugfes nas concentragdes e formas dos sais de N
do meio nutritivo '‘MS’ para calos oriundos de segmentos de raiz de D. urucu seguiu a
mesma tendéncia dos obtidos para segmentos de folha, contudo, detectou-se aqui uma
maior exigéncia na nutricao nitrica do que da amoniacal no crescimento de calos.l medidos
em termos de MFCALO e MSCALO, além do que houve uma atenuacao da deficiéncia de N

na presenca da metade da concentragdo de P no meio de manutengao de calos.



Tabela 2 - Meédias para matérias fresca e seca de calos (MFCALO e MSCALO,
respectivamente), induzidos com 1,6 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BAP em
segmentos de raiz de Derris urucu, mantidos durante 28 e 56 dias, em dez

diferentes meios de manutengao de calos.

Tratamento’ Variaveis de respostas

(N-NH,*+N-NO, +P-KH,PO,) MFCALO (g) MSCALO (g)
28dias 56 dias 28 dias 56 dias

1(1/2+0+1/2)  173414ab  14941de  0,0992ab 0,1492¢

2 (0+1/2+1/2) 0,2382b 0.2118e 0,0272b 0,0238d
3 (1/2+1/2+1/2) 2,3279ab  7,7974b 0,1452a 0,4306ab

4 (1+1+172) 3,6347a 13,7185a 0.1681a 0,5306a

5 (2+2+1/2) 1,3698ab  3,7167cd 0,1007ab 0,1570¢

6 (1/2+0+1) 0,2707b 2,7152d 0,0199b 0,1570c

7 (0+1/2+1) 0,3344b 0,3533e 0,0394b 0,8387d

8 (1/2+1/2+1) 1,4624ab  5,1842c 0,1225ab 0,4214b

9 (1+1+1) 3.1303a 9,5539b 0,1498a 0,4044b

10 (2+2+1) 1,3549ab  9,2527b 0,0756ab ___ 0,4206b

' Letras distintas na vertical indicam diferengas significativas ao nivel de 0,05 de probabilidade pelo teste de
Tukey.

? Referentes as concentragoes dos sais de N e P do meio nutritivo ‘MS".

As analises quimica de compostos rotendides determinados por CLAE em calos de D. urucu
oriundos de segmentos de raiz de plantulas germinadas in vifro, evidenciaram a presenga
destas substancias neste tipo de material. Estes compostos foram detectados nos
tratamentos 5. 6 e 8, apos 28 e 56 de cultivo in vitro nos meios nutritivos de manutencao
com teores de oscilaram entre 0,015 e 0,060%. A presenga de compostos rotenoides tem
sido relatada para cuituras de calos e de suspensao de células em D. elliptica e Tephrosia
vogelli. (Kudakesseril e Staba, 1988).

CONCLUSOES

A reducao e/ou a auséncia de ambas as formas de N, resultou em redug0es marcantes de
crescimento de calos de D. vurucu, independente ou nao da reducao da concentragcao de P
do meio nutritivo ‘MS".

Calos oriundos de segmentos de raiz s3o0 mais exigentes tanto da forma quanto da
concentracao de sais de N do meio basico de 'MS".

A producao de matérias fresca e seca de calos oriundos de segmentos de raiz € menor do
que em segmentos de folha.

Calos oriundos de segmentos de raiz apresentaram resposta positiva de biossintese de
compostos rotendides, apds 28 e 56 dias de cultivo in vitro nos meios nutritivos de

manutengao, com teores que oscilaram entre 0,015 e 0,060%.
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