1. INTRODUCAO

Ha muitos milhdes de anos atras, os procariontes primitivos desenvolveram
uma membrana com capacidade de fazer processo fotoquimico que acarreta na
conversao de energia. O processo criou organismos autotréficos na Terra, este utiliza
do fendmeno fotoquimico que absorve energia radiante solar pelos cloroplastos. O
processo é chamado de fotossintese. Mas, estes organismos com processo
desenvolveram e tornaram-se a base material e energética para evolugdo da vida.
Porém, o processo resulta em dois produtos finais como o oxigénio e o carbono
assimilado. O carbono da origem aos carboidratos que sao transformados em
substratos universais para a respiragao e ponto de inicio para as diversas biossinteses
(Larcher 2006).

O processo fotoquimico € responsavel pelo fornecimento de energia para o
crescimento e o desenvolvimento das plantas. Assim, a germinacdo de sementes, o
desenvolvimento da plantula, floracdo e frutificagdo sado todos regulados pela a luz
ambiental (Ferri 1986). Entéo, a realizagédo de sintese de moléculas, movimentagéo ou
transformagao de organelas e transporte de substancias através de membranas exige
vias metabdlicas que canalizam o fluxo de energia (Ferri 1986). Desta maneira, o
armazenamento de carbono absorvido durante fotossintese ocorre através da
transformagéo de carboidratos, compostos sdo produzidos em grande quantidade
pelas plantas. Assim, estas apresentam reservas de carboidratos intracelulares como
sacarose, 0s compostos da série rafindsica e frutanos, amido em amiloplastos do
citoplasma e extracelulares como composi¢ao por polissacarideos da parede celular
(Buckeridge et al. 2007). Assim, a organogénese direta exige um fluxo de energia da
planta para regeneracao da planta e locais de reserva.

O presente trabalho buscou a identificagdo do carboidrato de reserva para
organogénese direta e a verificagdo do melhor protocolo histoquimico nos locais de
sintese e armazenamento do carboidrato para os centros meristeméticos para

Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



O Brasil, um dos paises de maior biodiversidade mundial (Vieira et al.2002),
apresenta seis grandes biomas: o Costeiro, a Caatinga, o Amazoénico, o Pantanal, o
Pampa e o Cerrado sensu lato. Sendo que o bioma Cerrado possui entorno de
2.000.000 Km?, o que representa de 23% do territorio brasileiro; oitenta por cento
desta area esta situada nos estados de Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Mato Grosso
e Distrito Federal (Ribeiro & Walter, 1998). Diferentes ecofisionomias sdo presentes
neste Bioma Cerrado: Cerrado sensu stricto, cerradao, cerrado sujo, campo limpo,
campo rupestre e de altitude (Rodrigues & Carvalho, 2001). Dentre as familias que
habitam o Bioma Cerrado, existe a familia Bignoniaceae.

A familia Bignoniaceae apresenta 120 géneros (Joly 1983; Barroso et al. 1991)
com 650 espécies pantropicais, predominantemente neotropicais e poucas
distribuidas nas regides temperadas (Barroso et al. 1991). Possui oito tribos, as quais
trés (Crescentieae, Tecomeae e Bignoniceae) tém representantes em nossa flora
(Barroso et al. 1999).

Na tribo Tecomeae, existe o género Jacaranda que possui 47 espécies (Gentry
1979), destas podem ter habito arboéreo, arbustivo, subarbustivo ou trepador (Barroso
et al. 1991). Estas espécies vivem em florestas e savanas e tém distribuicao restrita a
regido neotropical (Gentry 1979; Vieira et al. 1992). Nas fitofisionomias do Cerrado
sao encontradas 20 espécies (Mendonga et al. 1998).

Este género possui a importdncia econ6mica que esta relacionada
principalmente as suas propriedades medicinais e paisagisticas. As medicinais das
diferentes espécies deste género ocorrem, provavelmente, pela presenca de
substancias quimicas nos diversos 6rgaos como: flavondides (Ferguson & Lien 1982),
antocianinas (Fernande 1968; Billot 1974), terpenos (Ogura et al 1975), quinonas
(Subraman et al. 1973) e polissacarideos (Singh 1997), entre outras (Dayal & Seshadri
1979; Prakash & Gard 1980).

Temos como exemplo a Jacaranda mimosaefolia Don, a qual é utilizada no
México na ornamentacao de jardins publicos; ainda, a populagédo local utiliza suas
flores na forma de chd, para dores em geral (Pérez-Gonzéles et al. 1994). No Brasil,
também na forma de chas, séo utilizadas as folhas de Jacaranda caroba (Vell.) DC.,
no tratamento do reumatismo, sifilis, doengas da pele e como ténico. Além disso, a
casca da raiz tem acgdo sudorifera e a casca do caule é adstringente, diurética e
também anti-sifilitica (Rodrigues & Carvalho 2001; Oliveira 2002). Deste modo, as
folhas e a casca do caule de Jacaranda decurrens Cham. Sao utilizadas como



depurativo e nas afec¢des cutaneas e as folhas secas, na forma de cataplasmas no
tratamento de Ulceras externas (Rodrigues & Carvalho 2001).

Jacaranda ulei é uma das espécies do género que ocorre no cerrado. Esta é
uma espécie subarbustiva, nativa do Cerrado (Mendonga et al. 1998), popularmente
conhecida como caroba (Barros 1981), carobinha e carobinha do campo (Farias et al.
2002). E utilizada na medicina popular para tratar problemas de reumatismo e dores
na coluna (Barros 1981; Mattos 1996). Atualmente, as folhas ja sdo comercializadas
em farmacias, que as indicam também para afeccdes da pele e vias urinarias e para
disenteria amebiana. Além da acao terapéutica, a espécie apresenta grandes
potenciais ornamentais e apicolas, devido a tonalidade do verde de suas folhas e da
coloragao purpura das suas flores, ainda rica em pélen e néctar. Esta espécie produz
de 10 a 30 cépsulas por planta. Dentro destas capsulas, existem 30 a 50 sementes.

De acordo com a literatura, a propagacgéo é realizada por sementes, as quais
apresentam porcentagens de germinacao entre 55% e 77% (Wetzel 1997; Noleto
2003; Ribeiro 2003), de acordo com a capacidade germinativa dos lotes e também
com as condigdes de cultivo. De acordo com Wetzel (1997) e Saloméo et al. (2004), a
viabilidade inicial (63% * 29) nao diminui ap6s dessecagao (60% * 23), indicando que
as sementes séo ortodoxas. Entretanto, segundo Lorenzi (1992), € comum no género
que as sementes permanegam viaveis até quatro meses. Desta forma, o periodo de
viabilidade pode estar ligado as condicbes de armazenamento.

2.1. AREGENERAGCAO E A TOTIPOTENCIA

Cerca de 50% das espécies herbaceas e arbustivas dos cerrados brasileiros
possuem Orgaos subterraneos espessados (Mantovani 1983). Estes o6rgaos
apresentam funcbes primordiais de regeneragdo da parte aérea e/ou propagacao
vegetativa e de reserva (Appezzato-da-Gléria 2003).

A totipoténcia que é uma propriedade apresentada pelas células vegetais, ou
seja, grande potencial de uma célula regenerar e formando uma nova planta, quando
submetidas a tratamentos adequados (Kerbauy , 1999). Essas células voltam a
desdiferenciacdo, que podem induzir a formagdo de embribes somaticos
(embriogénese somatica) ou a formacado de gemas (organogénese), (Sugiyama,
2000).

No século XX, a descoberta da quimica do material genético, a decifracédo e
divulgacao do conhecimento do codigo genético possibilitaram novas tecnologias que
reduzem o tempo necessario para obtencao de novas plantas melhoradas.



Neste contexto, para utilizagcdo da micropropagacao para multiplicacdo das
espécies sao necessarias pesquisas relacionadas a morfogénese das espécies. Para
tal, buscam o estabelecimento de novos protocolos de cultura e que podem
determinar pelas analises histologicas dos tipos celulares, dao origem as gemas
caulinares (Matsumoto et al., 1996). Porém, organogénese depende de um sistema de
regeneragao de plantas in vitro através das técnicas de culturas de tecidos.

A regeneragao in vitro via organogénese €& um processo que envolve
desenvolvimento de centros meristematicos,, conhecidos como meristemoides
(Ramage e Williams, 2002). As células dos meristemoides sdo responsaveis pela
expressao da via organogénica in vitro. Estas podem ser convertidas diretamente em
um meristemoide, este processo € chamado de organogénese direta ou adventicia,
podem apresentar formacgdes de calos antes da formagédo do centro, agora chamada
de organogénese indireta. A organogénese direta € mais indicada para obtencao de
plantas transgénicas (Appezzato-da-Gléria & Machado, 2004). Mas, condi¢cées de
cultura apropriadas podem permitir retomar um estado homogéneo, produzindo
plantas geneticamente mais estaveis. Contudo, o0 processo de organogénese
necessita de alguma forma de energia para desenvolver a competéncia e
determinagao da regeneracéao (Peres, 2002). Desta maneira, a energia é fornecida em
forma de carboidratos para esse processo.

Assim, ao longo de mais de 400 milhées de anos de evolugcdo das plantas
terrestres, estas sintetizam carboidratos como reserva de energia para seu
desenvolvimento. Os principais carboidratos sao polissacaridios; a sacarose e 0
amido. A sacarose é a forma de aglcar transportado nas plantas, de modo geral; e, o
amido tem sido utilizado como principal composto de reserva. Entretanto, a
concentracao de sacarose para crescimento 6timo € de 12-18%, principalmente, para
desenvolvimento de embrides nos estagios iniciais em cultura de embrides (Caldas et
al. 1998). Entao, servindo este como fonte de energia para desenvolvimento inicial da
planta e tendo como produto de sua lise, a maltose e a glicose, que estdo presentes
tanto nas fragbes de amilose e também nas fracées de amilopectina (Badenhuizen
1965). Devido a isto, este polissacarideo € ingerido em qualquer alimento de origem
vegetal que nao tenha em sua composicdo este polissacarideo. Logo, tem sido
utilizado ndo somente como uma reserva para a prépria planta, mas também como
uma rica fonte de carboidratos e energia para os niveis subseqlentes da cadeia
alimentar nos ecossistemas. Assim, ao longo da evolugéo varios organismos, desde
0S microorganismos, passando por fungos, leveduras e algas desenvolveram a
capacidade de produzir enzimas que ou sintetizam ou degradam o amido com

subseqiente liberagéo de glicose e uso no metabolismo energético. Portanto, o amido
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€ um dos compostos de maior importancia para o fluxo de energia através dos

ecossistemas em nosso planeta.
2.2. AMIDO

O amido é armazenado na forma de graos insollveis em agua que sao
encontrados em organelas especiais chamados de amiloplastos, que sdo encontrados
em varios tecidos e 6rgdos nao fotossintetizantes como parénquima de raizes e
caules, tubérculos, endosperma ou cotilédones de sementes e também podem formar-
se transitoriamente nos cloroplastos das folhas. Dependendo do 6rgao e da espécie
em estudo, podem-se encontrar graos de amido de diferentes tamanhos, formas e
tipos. Por exemplo, os de batata sdo grandes, mas os de arroz e trigo sarraceno estao
entre 0s menores graos ja encontrados. A forma dos granulos é bastante variavel,
resultando em grande variagdo de area superficial em relagdo a massa. Além disso,
recentemente foi demonstrada a presenga de poros, como observado em milho, aos
quais se atribui a iniciacdo da lise enzimatica in vivo. A forma dos grdos pode ser
eliptica, esférica, angular ou irregular e esta é determinada, pelo menos em parte,
pela proporcao de amilose. Quanto maior for a quantidade de amilose, mais esférico €
o grao (Bewley & Black, 1986). De uma maneira geral, podemos classificar os graos
de amido em dois tipos principais: os transitorios e os de reserva. Os grdos de amido
transitérios sdo menos compactados e a forma é menos definida do que o amido de
reserva. Nos cloroplastos, o amido é produzido durante o periodo fotossintético sendo
rapidamente metabolizado durante o periodo noturno. Em sementes de leguminosas
que armazenam galactomananos como principal reserva, (p.ex. guar, feno-grego,
feijdo-do-mato e Sesbania) os produtos de degradacdo do galactomanano sao
estocados transitoriamente como amido durante a germinagédo e desenvolvimento da
plantula (Buckeridge et al. 2000). Por outro lado, os amidos de reserva de sementes
como trigo, milho e arroz sdo compactos, bem definidos, possuem baixa taxa de
renovagdo, sendo acumulados em amiloplastos, onde s&do estocados por longos
periodos de tempo (Avigad & Dey, 1997).

Os amiloplastos para tornarem-se visiveis, precisam passar por processos
histoquimicos. Existem varios estudos sobre o amido de plantas cultivadas.
Entretanto, as caracterizagdes histoquimicas de organogénese in vitro foram pouco
estudadas em plantas nativas do Cerrado. Segundo Polizeli (2002) a técnica Acido
periodico-Schiff (PAS), € muito utilizada para localizagdo de amido e glicoproteinas
das membranas celulares. Desta forma, utilizando de métodos histoquimicos PAS e
solucédo de Lugol, podem-se ter uma melhor compreensao dos sistemas subterraneos
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do Cerrado. Assim, podemos conhecer as fungbes primordiais de regeneracao da
parte aérea, propagacao vegetativa (Appezzato-da-Gléria 2003) e reserva, sendo,
portanto, fundamentais para a sobrevivéncia destas espécies.

A espécie em estudo apresenta, em condi¢des naturais, sistema subterraneo
capaz de formar gemas adventicias e que esta caracteristica € comum em cerca de
50% das espécies herbaceas e arbustivas dos cerrados brasileiros (Mantovani 1983).

Segundo Raju et al. (1966), a ocorréncia de raizes gemiferas em algumas
dicotileddneas esta intimamente relacionada a estratégia de sobrevivéncia. Portanto a
emissao de gemas e formagao de ramos ocorre devida a forte perturbagdo ambiental.

Diante do exposto, a sintese e acumulo de substancias de reserva na
organogénese in vitro de Jacaranda ulei a partir de explantes radiculares podera

auxiliar no desenvolvimento de novas cultivares.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do material botanico



As coletas foram realizadas durante o periodo de frutificagdo dos anos de 2008
e 2009, a partir de individuos previamente selecionados, crescendo em condi¢cdes
naturais, no Setor Noroeste de Brasilia (perto do Setor Militar Urbano).

A escolha dos locais de coleta foi determinada pela ocorréncia da espécie
Jacaranda ulei, com o minimo de 05 (cinco) individuos, a partir dos quais foram
coletadas 03 capsulas por matriz (Figura 01).

Figura 01 Plantas adultas de Jacaranda ulei durante seu ciclo anual no cerrado. (A) Planta com
inflorescéncias purpuras. (B) Planta com frutos imaturos.

As capsulas deiscentes (frutos) foram coletadas no final do periodo de
maturacao, quando o epicarpo muda a coloracao de verde para bege, porém ainda
fechados. Ainda no local de coleta, os frutos foram colocados em sacos de papel
(um por saco), com todas as informagdes necessarias a identificagdo da procedéncia

das sementes.

3.2. Cultura de Tecidos

3.2.1. Coleta das sementes

As capsulas fechadas foram colocadas em sacos de papel vedados e

transportadas para o laboratério de Biologia da Universidade Federal do Pampa. Dois

ou trés dias ap6s a coleta, quando os frutos abriram-se naturalmente, ainda dentro



dos sacos, as sementes foram liberadas. Desta forma, foram utilizadas 30 (trinta)

sementes para germinacao in vitro.

3.2.2. Desinfestacao e inoculacao de sementes

A desinfestacdo das sementes foi realizada em capela de fluxo laminar
horizontal. As sementes foram colocadas em tela fina e mergulhadas nos recipientes
com seis banhos sucessivos; o primeiro com etanol 70%, com duragdo de 1 minuto,
um banho de solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo de duragao de 10
minutos. Quatro banhos de agua destilada e autoclavada (enxagties) para retirada do
hipoclorito de sédio. Em seguida, foram selecionadas 30 (trinta) sementes e estas
foram inoculadas em tubos de ensaio autoclavados (150 x 25 mm) sobre meio agar-
agua (Noleto et al. 2003).

3.2.3. Estabelecimento das culturas in vitro

Os explantes radiculares foram retirados de plantulas com 30 dias, apds
germinacao in vitro durante a fase anterior. Estes explantes foram retirados de raizes
principais, com aproximadamente 05 centimetros de comprimento, sendo excisada,
cada centimetro, de modo que o comprimento desses explantes fique entre 1,0 no
maximo de 1,5 centimetros (Fig. 02).
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Figura 02 Apresenta plantula com regides para retirada
dos explantes radiculares.

3.2.3.1. Meio de Cultura

A espécie Jacaranda ulei foi multiplicada em solugao nutritiva de Y4 MS
(Murashige & Skoog 1962). A solucdo nutritiva, foram adicionados reguladores de
crescimento em concentragdes de 10 mg.L”" de 6-benzil-aminopurina (BAP) e 10
mg.L" de &cido indolil-3-butirico (AIB). O pH foi ajustado a 5,6. Posteriormente, foram
acrescentados 20 g.L "' de sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e solidificado com 6
g.L" de agar (Vetec).

A cultura foi mantida em tubos de ensaio na sala de crescimento com
lampadas fluorescentes (Luz do Dia) de 40W com irradiancia de 30 pmoles /m %s e foi
mantida com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2° Celsius durante

desenvolvimento.

3.2.3.2. Estabelecimento



10

Os explantes radiculares foram incubados na solug@o nutritiva de 2 MS com
horménios vegetais de crescimento durante 09 (nove) dias. Trés explantes foram
retirados para cada dia e colocados em fixagdo na solugdo de formol, acido acético e
alcool 70°GL (FAA 709).

4. Estudo histoquimico dos graos de amido dos explantes radiculares
4.1. Obtencao do material

Os explantes radiculares foram inoculados in vitro, no meio 2 MS adicionado
de 10 mg.L" BAP e 10 mg.L" AIB. Em diferentes dias de cultura [0 (controle - ndo
inoculado), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 dias], considerando que as gemas adventicias se
formam na parte superior dos explantes, estas foram excisadas (aproximadamente

0,5cm) e fixadas. Foram analisadas trés amostras de cada dia de cultura.
4.2. Preparacao histologica
4.2.1 Preparacao histologica em Resina Technovit 7100

As amostras foram fixadas em FAA 702 GL (formol, acido acético e alcool 70°
GL, 1v: 1v: 18v) durante 24 horas, desidratadas em série etilica até 95% (Johansen,
1940) e foram colocadas em solugdo de pré-infiltracdo (partes iguais de alcool 96°
GL e resina liquida base Technovit 7100) durante 2 dias. Essas amostras foram
colocadas em uma solugao de infiltracdo, composta por endurecedor (1g de peréxido
de benzoila) e resina liquida base Technovit 7100 (100 mL de meta-acrilato
hidroxietil) durante 2 dias. Posteriormente, foram inseridas dentro de moldes
plasticos com solucao de polimerizagdo. Estas foram confeccionados com 1 mL do
endurecedor Il (sulfoxido de dimetila) e 15 mL de preparagao de solugao. Os moldes
com amostras foram colocados para secagem em estufa com temperatura de 60° C
durante 24 horas. As amostras foram retiradas dos moldes e cada uma foi colada em
bloco de madeira.

Apds 24 horas de espera da secagem da cola, o material foi seccionado em
cortes transversais de 10 um em micrétomo rotatério ANCAP. Os cortes seriados
foram distendidos e aderidos as laminas, utilizando agua destilada e deixados sobre
placa histoldgica a 37°C até secarem.
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4.2.2 Preparacao histologica em Parafina

Os cortes para estudo histoquimico foram excisados e fixados em FAA 70 °GL
(formol, acido acético e alcool 70 °GL, 1V:1V:18V) durante 24 horas (Johansen, 1940)
e desidratados em série etilica, diafanizados em xilol, infiltrados e emblocados em
parafina. O material emblocado foi seccionado em cortes transversais de 10 um, estes
foram obtidos em micrétomo rotatério ANCAP. Cortes seriados foram distendidos e
aderidos nas laminas, utilizando o adesivo da Haupt (Kraus & Arduin, 1997) e
deixados sobre placa histoldgica a 42 °C até secagem.

4.3. Preparacao histoquimica

4.3.1 Solucao de Lugol

A solucao de Lugol foi preparada com 0,75 g de iodo e 3,759 de iodeto de
potassio, estes dissolvidos em 250 ml de agua destilada (Lugol).
As andlises das laminas foram realizadas em microscopio Bioval modelo

L2000C e as escalas preparadas adequadamente.

4.3.2 Solucao Reativa de Schiff (PAS)

A solucao foi preparada com 1,0 g de fucsina basica dissolvida em 200mL de
agua destilada aquecida a 40°C. A solucao foi agitada durante 5 minutos e aguardou
que se resfria a 37° C. Nesta temperatura, a solugdo de fucsina foi filtrada para
béquer de 250mL. Em seguida, foi adicionada com 20 mL de HCI 1N e aguardou-se
que temperatura abaixa-se a 25° C. Nesta temperatura, foi adicionado 01 grama de
metabissulfito de potassio (K.SOs) e a solucdo foi colocada na geladeira durante 24
horas. Em outro dia, foi adicionada 02 gramas de carvdo ativado e a solugao foi
agitada durante 01 minuto. Entéo, esta foi filtrada em papel-filtro e aguardada em
vidro escuro a 04° C na geladeira. Para utilizagdo, foi retirada da geladeira e
aguardou-se que a solucao atingisse a temperatura ambiente (Polizeli 2002).

4.3.3. Montagem em corantes

Duas laminas, em resina, para cada dia foram coradas com solugdo aquosa de
fucsina basica 0,0125% durante 30 minutos a temperatura 45° C e 10 minutos de
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Toluidina 1,0% em temperatura de 45° C. Uma vez efetuada a dupla coloragéo, as
laminas foram lavadas com dois enxagles em agua corrente; logo apds, secas em
temperatura ambiente. Essas foram submetidas & montagem em resina sintética
(Paiva et al 2006) e recobertas com laminulas. Posteriormente, as laminas foram
fotomicrografadas e analisadas no microscopio Bioval Modelo L2000C e as escalas
preparadas adequadamente.

4.3.4. Estudo histoquimico em Lugol

Nos cortes dos dias 0, 3, 6 e 9 foram utilizadas trés laminas em resina para o
teste de amido e trés laminas para cada dia (0 a 9) emblocadas em parafina. A cada
lamina foi testada com uma gota de Lugol e uma laminula para cada lamina. O

excesso de Lugol foi retirado com pedago de papel-filtro.

4.3.5. Estudo histoquimico em Reativo de Schiff (PAS)

Os cortes do dia 0 ao dia 09 foram hidratados, estes transferidos para solugao
de acido per-iédico durante 05 minutos. Lavaram-se os cortes em agua destilada e
colocou-se no reagente de Schiff por 15 minutos. Entdo, lavaram-se os cortes agua

corrente.

4.4. Analise Estatistica

Foram realizados experimentos inteiramente casualizados para escolha das
plantulas. Sendo realizados com quatro repeticbes de 25 tubos para germinagao in
vitro. Retirou-se quatro amostras de plantulas para cada dia, totalizando 36 plantulas
com raizes por dia para inoculagdo no s+ MS.. Destas foram selecionadas trés
amostras de plantulas para fixacao, a infiltracdo de resina ou parafina e para cortes
histologicos. Os cortes histoquimicos foram analisados com contagem de amiloplastos
proximos da exoderme e endoderme. A analise dos resultados de amiloplastos foi feita
através de analise de varidncia. A analise de variancia aponte o valor de F foi
significativo, utilizou-se o teste de Tukey (p < 0,05). O software utilizado foi
STATISTIX 7.0. As diferengas significativas foram representadas com letras diferentes
seguidas das médias.

12



13

5. RESULTADOS DOS ESTUDOS HISTOQUIMICOS

5.1. Morfologia Radicular

A raiz em secgao transversal apresenta forma circular com epiderme
multiseriada e a exoderme unisseriada, o parénquima cortical composto de oito a dez
camadas de células parenquimaticas de parede delgada; sendo que até a quinta
camada, sdo isodiamétricas, de tamanho médio. Ap6s a quinta camada, o cértex
apresenta células hipertrofiadas, e muitos espagos intercelulares. A endoderme é
unisseriada. O cilindro vascular compreende de periciclo unisseriado, apresentando
células de tamanho pequeno, comparando com as células hipertrofiadas do cortex.

O estelo é tetrarca, com quatro pélos de protoxilema alternados com floema,

quando no crescimento primario (Fig. 03).

Figura 03 Cotetransversal do dia zero (sortrole) de raiz com 30 dias. Epidemne (Ep), Broderme (Ex)
Periderme (Pe), Parénquima cortical (Pe) Endodemme (50l Perciclo (Pe)e Feixevascular (Fy) (Bamrma 125
).

5.2 Teste de Reagentes PAS
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O desenvolvimento da organogénese de Jacaranda ulei foi evidenciado para o
teste PAS com aumento na sintese de glicose, glicoproteinas e aumento do numero

de amiloplastos (Fig.04).

Figura 04 Os cortes transversais da raiz de Jacaranda ulei com reagentes PAS, evidenciando-se
células com paredes coradas, rica em glicoproteinas. (A) No dia 0, as células do parénquima

cortical ndo apresentam amiloplastos. (B) Dia 3 apresentou poucos amiloplastos. (C) Dia 6

evidenciou muitos graos de amido e (D) apresentou estrutura colapsada e meristemdides. Epiderme (Ep
Exoderme (Ex), Parénguima cortical (Pc), Periciclo {Pe), (En) endoderme, Feixe vascular {Fv)e
Meristemoides(M). (Barra 100 pm).
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Constatou que as células parénquima cortical proximais da exoderme
apresentam mais sintese de glicose e glicoproteinas. Também, as células da
endoderme produzem glicoproteinas e glicose. Assim, evidéncia do principal local da
sintese da glicose (Fig. 05 A).

As células subjacentes a exoderme da cultura do dia 03 para parafina, houve
uma grande sintese de glicose, principalmente as duas camadas iniciais de células
parenquimaticas isodiamétricas do cértex e existe visivelmente uma concentragao de
glicose nas paredes celulares. A partir da quinta camada, pode observar diminuicao
da coloracao das células hipertrofiadas até a endoderme. Mas, o teste PAS mostrou
gue as duas camadas proximais da exoderme e da endoderme séao ricas de glicose e

glicoproteinas (Fig 05 B).

Figura 05 Corte radicular transversal de Jacaranda ulei com reagentes PAS (dia 3). Parénquima
cortical (Pc), Epiderme (Ep), Exoderme (Ex), Parénquima cortical (Pc) e Feixe vascular (Fv).(A)
As membranas ricas em glicoproteinas apresentam muito coradas. (B) As camadas de células do
parénquima mais préximas da exoderme apresentam ricas em glicose e glicoproteinas. As setas
brancas («) evidenciam intensa coloracao das células com paredes ricas em glicoproteinas na
proximal da exoderme e da endoderme (Barra 100 um).

As células subjacentes a exoderme da cultura do dia 03, houve formacgéo e
acumulo de gréanulos de amido, principalmente as duas camadas iniciais de células
parenquimaticas isodiamétricas do cértex e existe visivelmente de hidrolise de amidos

no Lugol. A partir da quinta camada, pode observar divisdo das células hipertrofiadas.
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(Fig 07). Mas, o teste PAS mostrou que as duas camadas proximais e da endoderme
sao ricas de glicose e glicoproteinas.

5.3. Teste de Reagentes Lugol

O sexto dia foi evidenciado lise de amidos das células de duas camadas de
células do cortex e varios amiloplastos apresentaram dentro de pequenas células
parenquimaticas que estao proximais das células hipertrofiadas. Estas células
hipertrofiadas do parénquima cortical apresentam grande atividade de divisao,

identificavel como meristemoides (Figura 9).

Figura 06 Oz cortes transversais da raiz de Jacarands wieicom reagente Lugol spresentam gracs de amido
(amiloplastos). (&) Mo dis 0, 82 células do parénoguima cortical apresentam poucos amiloplastos. () Dia 3
apresentou varios amiloplastoz. (2) Dia 6 evidenciou mutos graos de amido e ([0 apresertou estrutura
colapzacs e meristemaides. Epiderme (Ep), Exoderme (Ex), Parénguima cortical (P, Pericicla (Pe), (En)
endoderme, Feixe wazcular (FY) & Meristemdides(M). Az setes demonstram os ordos de amido [ —* ).
(Barra 100 prm).
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Na andlise histologica das laminas do 9° dia de cultura, foram observadas que células
hipertrofiadas do parénquima cortical se dividiram e multiplicaram em células
pequenas com nucleos grandes, de citoplasma denso, de pouco vacuolo e nao
possuem material de reserva. Sdo conhecidas como meristemoides que sao

diretamente convertidas em gemas (Kerbauy 1998).

5.1.3 Analise estatistica do numero de amiloplastos

No estudo histoquimico, a andlise da contagem dos numeros de amiloplastos para os
testes do reagente PAS e o reagente Lugol para células préximas da exoderme nao
existiu uma diferenca significativa entre essas. O reagente de Lugol demonstrou mais

visivel (Tab.1).

Tabela 1: A média de amiloplastos proximos da exoderme.

Teste Histo Média de numeros de amiloplastos
quimico
01 (PAS) 199,94 a
02 (LUGOL) 294,36 a
n =30

A andlise da contagem dos numeros de amiloplastos para os testes do reagente PAS
e o reagente Lugol para células préximas da endoderme nao apresentou uma

diferenca significativa entre essas (Tab.2).

Tabela 2: A média de amiloplastos proximos da endoderme.

Média de numeros de amiloplastos

Teste Histo
quimico
01 (PAS) 144,13 a
02 (LUGOL) 123,07 a
n=30
6. DISCUSSAO
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A Jacaranda ulei apresenta varios fatores anatdémicos radiculares para
sobrevivéncia da espécie no cerrado como epiderme multisseriada, exoderme
unisseriada e parénquima cortical com dois tipos de células, as isométricas e
hipertrofiadas. Segundo Scatena e Dias (2003) as reservas de amido constituir
estratégia para sobrevivéncia de plantas que habitam ambientes com sazonalidade
bem definida, neste aspecto, podem destacar as plantas xeréfitas do cerrado. Assim,
o ambiente apresenta com algum fator limitante para a propagacao da espécie do
periodo de seca.

Nos primeiros dias de micropropagacao (0 a 3), existem grande acumulo de
amido préximo da exoderme, pois 0 sexto dia essa formacao de graos de amido
evidenciados na endoderme. Assim, estes graos sao de formagéo transitoria, que sao
menos compactados. Desta maneira, facilita a lise do amido.

A Jacaranda ulei apresentou varios regides de formagéo dentro da zona de
células hipertrofiadas corticais. Nao observado caracteristica aconteceu no estudo
anatdmico sobre a organogénese em segmentos radiculares de Diospyros kaki L.,
estes apresentaram uma Unica camada de células epidérmicas, parénquima cortical
contendo graos de amido, endoderme e periciclo, que se localizaram entre os feixes
do floema e xilema. Desta forma, constatou-se uma organogénese direta e de origem
enddgena (Testsumura & Yukinaga 2000).

A espécie estudada apresentou organogénese direta nas células hipertrofiadas
do parénquima cortical apds a quinta camada de células do parénquima cortical.
Segundo Kerbauy (1998), as plantas com raizes gemiferas formam gemas préximas
dos polos de protoxilema.

Sendo que a Jacaranda ulei apresenta xilopddio na fase vegetativa adulta.
Contudo a fase inicial de desenvolvimento primario ndo foi observada estrutura mista,
somente radicular. Esse é 6rgao de estrutura complexa, em geral, também 6rgao de
reserva (amidos), de consisténcia rigida e capacidade gemifera (Appezzato-da-Giléria,
2003). A organogénese direta aconteceu em células hipertrofiadas, entre quinta a
sétima camadas do parénquima cortical da espécie estudada até nono dia de cultura.
Porém, as andlises estruturais das células envolvidas na organogénese in vitro de
Baubhinia forficata Link (sistema indireto) e Glycine max (L.) Merrill (sistema direto).
Calos de B. forficata, ap6s 30 dias de cultura, e meristemdides de G. max, apos 10
dias de cultura. Também, a espécie Passiflora cincinnata Mast. apresentou
organogénese direta, contudo os centros de origens a partir do periciclo (nas raizes
com inicio da estrutura secundaria) e a partir do cambio vascular (com estrutura

secundaria estabelecida
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Para a Jacaranda ulei a baixa concentracédo de citocinina do meio de cultura e
baixissima concentragdo de auxina facilitam a inducao a organogénese direta. A
espécie Cataseum fimbriatum ocorre a conversao de um meristema radicular em
caule, devido que as raizes de orquideas epifitas possuem caracteristicas de caules, a
presenca de clorofila. No processo, existe uma grande acumulacao de citocininas
enddgenas A caracterizagdo do metabolismo e sensibilidade hormonal favoravel, e
ainda pouca determinacao pela espécie. Entretanto, Colli & Kerbauy (1993)
mencionam que as espécies com competéncia para organogénese direta, a presenca
de citocinina no meio de cultura estimula a transformacao das células corticais.

A sintese de granulos de amido nas células proximas da exoderme e da
endoderme, a lise do amido e sintese de glicose e glicoproteinas sao visiveis, pela
solucao de Lugol e a solugdo de PAS, respectivamente, a partir do terceiro dia a nono
dia. Estes resultados histoquimicos sao facilmente visiveis, com a espécie estudada.
Mas, Peres et al. (2002) menciona que proembrides ou meristemoides desenvolveram

depois do sexto dia.

7.CONCLUSAO

O método com reagentes de Lugol apresentou melhor nitidez para graos de
amido nas células do parénquima cortical e auxiliando na identificacdo da substéancia
de reserva (amido) para tecido radicular para laminas de resina e parafina.

O teste de Reativo Schiff-acido periédico (PAS) evidenciou o local de formacao
da glicose, as duas a trés camadas de células parenquimaticas corticais (fonte) com
deslocamento para regides de meristemoides (dreno) e a composi¢cao da parede com
glicoproteinas. Apesar de que nao existiu diferenca significativa entre os dois tipos de
métodos.

Desta forma, o estudo histoquimico de amido de Jacaranda ulei caracterizou
dois locais (da sintese e dos armazenamentos). Também, demonstrou os dois tipos
de células parenquimaticas competentes; para formagéo inicial do amido e outra para
formagéo de gemas.

O local da organogénese direta é parénquima cortical, precisamente, as
células hipertrofiadas (quinta a oitava camadas de células corticais).
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