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RESUMO: Aaroeira-do-sertdao (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) € espécie arborea que apresenta
grande valor econdmico devido as propriedades quimicas da casca com elevado teor de taninos.
Em decorréncia da exploragao predatdria encontra-se inserida na lista oficial de espécies da flora
brasileira ameagadas de extingdo na categoria vulneravel. Amicropropagagao vem sendo colocada
como importante forma de multiplicagao dessa espécie, na busca de alternativa para a exploragéo
sustentavel. Este trabalho foi realizado com o objetivo de induzir calos a partir de segmentos
foliares usando 2,4-D e caracteriza-los quanto aos aspectos morfolégicos e bioquimicos. Os
resultados obtidos indicam que é possivel induzir calos a partir de segmentos foliares de aroeira-
do-sertao utilizando-se 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Os calos obtidos foram compactos e
ndo-embriogénicos, apresentando valores médios de 43,32 mg g-' de agucares soluveis totais;
23,62 mg g de agucares redutores; 3,157 mg g-' de proteina total; 3,147 mg g' de aminoacidos
livres e 0,914 mg g' de compostos fendlicos totais na matéria fresca.
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ABSTRACT: Induction, biochemical and ultrastructural characterization of the callus of
“aroeira-do-sertdao” (Myracrodruon urundeuva Fr. All.). “Aroeira-do-sertao” (Myracrodruon
urundeuva Fr. All.) is a tree species that has great economic value due to the chemical properties
of its bark, which has high tannin content. On account of the predatory exploitation it has been
placed in the official list of threatened species of the Brazilian flora, in the vulnerable category.
Micropropagation has been considered an important form of multiplication of this species in the
search for an alternative for its sustainable exploitation. This study was conducted with the aim of
inducing callus from leaf segments using 2,4-D and characterizing them according to their
morphological and biochemical aspects. The obtained results indicate that it is possible to induce
callus from leaf segments of M. urundeuva using 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D). The obtained
calluses were compact and non-embryogenic, with average values of 43.32 mg g-" total soluble
sugars, 23.62 mg g reducing sugars, 3.157 mg g total protein, 3.147 mg g free-form amino
acids and 0.914 mg g-' phenolic compounds in the fresh matter.

Key words: “aroeira”, callus formation, SEM, biochemical analyses

INTRODUGAO

A aroeira-do-sertao (Myracrodruon urundeuva
Fr. All.) é espécie arbdrea pertencente a familia
Anacardiaceae que apresenta distribuicdo natural
limitada a América do Sul, ocorrendo naturalmente
desde o Ceara até a Argentina e Paraguai, sendo
encontrada em formagdes vegetais de caatinga,
cerrado e floresta pluvial (Lorenzi & Matos, 2002).
Essa espécie vem sendo muito explorada em fungao
das propriedades quimicas, bioldgicas e medicinais.
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Em virtude da presenca, na casca, de grandes
quantidades de taninos, tem sido muito utilizada na
industria de curtimento de couros e medicina popular
nordestina no tratamento de doencas dermatolégicas,
ginecoldgicas e como cicatrizante natural (Souza et
al., 2007).

Entretanto, a exploragao vem sendo feita de
forma extrativista e desordenada, com forte impacto
sobre as populagdes naturais. Na pratica, retiram-se
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da planta extensas areas de tecido caulinar,
independente da idade e do tamanho do vegetal, bem
como da época do ano (Monteiro et al., 2005). Em
decorréncia dessa exploragcao predatéria a
preservagao de populagdes dentro dos “habitats”
naturais vem sendo comprometida. Como
consequéncia, a aroeira-do-sertao foi inserida na lista
oficial de espécies da flora brasileira ameacadas de
extingdo na categoria vulneravel e recentemente foi
incluida também na lista vermelha de espécies
ameacadas de extingdo da IUCN (IBAMA, 1992;
Moraes, 2006; Pacheco et al., 2006).

Diante do elevado potencial fitoquimico da
aroeira-do-sertdo € necessario que a pratica de
exploracao adotada seja repensada, buscando-se o
desenvolvimento de metodologias para exploragao
desses compostos a partir de plantas cultivadas.
Nesse contexto, a biotecnologia vegetal tem sido
considerada importante instrumento, por permitir tanto
a propagacdao rapida quanto para obtencdo de
compostos bioativos de interesse via cultivo de
células, érgaos e plantas in vitro.

Andrade et al. (2000), buscando estabelecer
metodologia de micropropagacéo da aroeira-do-sertao,
avaliaram o efeito de diferentes concentragdes de
fitorreguladores sobre o processo morfogenético de
explantes oriundos de sementes germinadas in vitro.
Esses autores verificaram ser possivel a regeneragao
de plantas a partir de segmentos nodais e apicais,
com posterior enraizamento e aclimatizagdo das
plantas, entretanto, os explantes apresentaram
elevada taxa de oxidagao e se desenvolveram em
Unica brotacgao, o que reduz a taxa de multiplicacao
in vitro.

A organogénese indireta, passando pela fase
de calo, tem sido a forma mais preconizada para a
obtencao de elevadas taxas de multiplicagao in vitro
(Grattapaglia & Machado, 1998). O calo € um
aglomerado de células e tecidos formado pela intensa
divisao das células do explante, sendo a friabilidade
uma caracteristica importante quando se objetiva a
obtengao de embrides somaticos ou a producéo de
metabdlitos secundarios de interesse, via cultivo de
células em suspenséo (Barrueto Cid, 1992).

A caracterizagao morfolégica, bioquimica e
ultra-estrutural dos calos pode evidenciar as
mudangas que ocorrem nas diferentes fases do
crescimento do calo, fornecendo dados importantes
relacionados ao processo morfogenético in vitro de
tecidos vegetais. Esses estudos podem auxiliar ainda
na identificagdo de fatores que desencadeiam
mudangas fisioldgicas nos explantes, como a aquisicéo
da friabilidade ou desenvolvimento de embrides
somaticos. Assim, esse trabalho teve como objetivo
induzir a formacgao de calos em explantes foliares de
aroeira-do-sertao e caracteriza-los quanto a aspectos
morfoldgicos, bioquimicos e ultra-estruturais.
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MATERIAL E METODO

Os calos foram induzidos a partir de
segmentos foliares obtidos de plantas estabelecidas
in vitro, apés 60 dias de cultivo, baseado na
metodologia descrita por Andrade et al. (2000). Os
segmentos foliares foram inoculados em meio de
cultura WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd &
McCown, 1980), suplementado com 3% de sacarose
e cinco diferentes concentracdes de 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (2,26; 4,52; 6,78; 9,04,
18,09 pM). O meio de cultura foi solidificado com
0,7% de agar e o pH foi corrigido para 5,7 £ 0,1 antes
da autoclavagem. Apds a inoculacdo as culturas
permaneceram no escuro até o final do experimento,
sendo mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25°C £ 2°C. Para cada tratamento
foram utilizadas dez repeticdes, com cinco tubos por
parcela e um explante por tubo, em delineamento
estatistico inteiramente casualizado. Apds 45 dias
de cultivo avaliou-se a porcentagem de calos
formados, porcentagem de calos oxidados, coloragao
e consisténcia dos calos. Tipos morfolégicos de calos
encontrados em maior quantidade foram coletados
para analise bioquimica e ultra-estrutural via
microscopia eletronica de varredura (MEV).

Para obtencdo da curva de crescimento,
explantes foliares foram inoculados em meio WPM
suplementados com 3% de sacarose, 0,7% de agar
e 4,52 uM de 2,4-D, nas mesmas condi¢cdes
ambientais descritas anteriormente. Foi quantificado
0 peso seco dos calos a partir do dia da inoculagao
(tempo 0) até o 702 dia, com intervalos de coleta de
sete dias, utilizando-se 10 repeticdes por periodo de
coleta, com cada repeticao constituida por um tubo
com um explante. O percentual de crescimento dos
calos foi determinado a partir da equagao:

Pf- Pi/Pfx 100
onde: Pi = peso inicial e Pf = peso final de calos.

Para analise bioquimica foi obtido extrato
aquoso conforme metodologia descrita por Nogueira
et al. (2008). Os calos foram homogeneizados em
graal e para cada grama de calo foram adicionados 4
mL de agua destilada. As amostras permaneceram a
40°C em banho-maria por 30 minutos e foram
centrifugadas a 4800 x g por 30 minutos a 25°C. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado sob
refrigeracao para posterior andlise. A quantificagdo
dos agucares soluveis totais (AST) foi realizada por
refratometria; dos agucares redutores (AR) pelo
método do DNS (Miller, 1959); da proteina bruta (PB)
e aminoacidos livres (AA) pelo método descrito por
Lowry et al. (1951) e dos fenois totais pelo método
de Folin-Ciocalteau (1927), utilizando-se curva padrao
de acido galico. Para obtengéo dos aminoacidos totais
livres foi realizada a precipitagao das proteinas com
o acido tricloacético a 25%, deixando apenas os
aminoacidos livres e pequenos peptideos em solugao.
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Para todas as analises bioquimicas foram utilizadas
trés repeticbes em cada tratamento, com 20 tubos
por repeticdo, avaliando-se estatisticamente os
resultados mediante a andlise de variancia e
comparando-se as médias pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Para a analise ultra-estrutural os calos foram
imersos em solugao fixadora de glutaraldeido e
desidratados em concentragdes crescentes de
acetona (30, 70, 80, 90, 95 e 100%), por 5 minutos
em cada concentracgao, repetindo-se o processo por
trés vezes. Apos a desidratacdo as amostras foram
levadas para o aparelho de ponto critico (CPD 030)
para a secagem durante 30 minutos e, entao,
montadas em stubs para metalizagdo com ouro no
metalizador SCD 050 durante 60 minutos. Finalmente,
a observagdo das amostras foi realizada em
Microscopio Eletronico de Varredura LEO 1430 VP -
Carl Zeiss do Brasil.

RESULTADO E DISCUSSAO

O percentual de calos obtidos variou
significativamente em funcéo das diferentes
concentragdes da auxina utilizada, obtendo-se maior
porcentagem de formacdo de calos nas
concentracdes 4,52 e 6,78 uM de 2,4-D (Tabela 1). A
menor taxa de oxidacao dos calos foi obtida em meio
de cultura suplementado com as menores
concentracdes de 2,4-D (Tabela 1). Bonilla (2002)
também obteve maior taxa de indugao de calo em
explante foliar de cha-de-bugre (Rudgea viburnoides)
utilizando 4,52 M de 2,4-D em condi¢do de auséncia
de luz. De modo semelhante, Nogueira et al. (2007a)
observaram que a concentragéo de 4,52 uM de 2,4-D
promoveu a maior percentagem de area coberta por
calos (90%) em murici-pequeno (Byrsonimia
intermedia).

O padrao tipico de crescimento de calos
obtidos nesse trabalho foi sigmoidal com tendéncia
de ganho de matéria seca até o 56¢ dia apds a
inoculagéo, caracterizando o inicio da fase de

desaceleragdo (Figura 1). Segundo Azevedo (2003),
aidentificagdo dessa fase é importante, pois indica o
momento que se deve transferir os calos para novo
meio de cultura devido a reducdo de nutrientes e
acumulo de substancias toéxicas. Landa (2000)
verificou que para calos obtidos de segmentos foliares
de pequizeiro, a transferéncia para novo meio de
cultura deve ocorrer entre 0 462 e 0 492 dia de cultivo.
Ja Santos et al. (2008) verificaram que a repicagem
de calos provenientes de folhas de Coffea canephora
deve ser efetuada aos 702 dia de cultivo.

Os calos formados a partir de segmentos
foliares de aroeira-do-sertdo apresentaram variagoes
na coloragéo, consisténcia e morfogénese. Entretanto,
os tipos morfolégicos que predominaram,
independentemente da concentragéo de 2,4-D foram
os calos marrons, compactos e indiferenciados
(Figura 2).

Para a obtencao de culturas embriogénicas
€ indispensavel a inducao de calos friaveis, por conter
células arredondadas e com caracteristicas
meristematicas. Segundo Pescador et al. (2000), a
friabilidade do calo é favorecida pela alta relagcao
auxina/citocinina, bem como pela adigao de
componentes organicos ao meio nutritivo. Contudo,
em nenhum dos tratamentos com adigao da auxina
2,4-D testadas nesse trabalho obteve-se calos
completamente friaveis. A analise da superficie dos
calos de aroeira-do-sertdo através da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) demonstrou a
ocorréncia de estruturas ndo granulares e compactas
em alguns setores do calo (Figura 3A). Proximo a
esses setores compactos verificou-se a ocorréncia
de células foliares e arranjadas frouxamente na
superficie (Figura 3B), intercaladas por algumas
células pequenas e esféricas, sugerindo o inicio da
proliferagédo de células embriogénicas. Ainda nesses
setores compactos foi possivel a identificagao, de
forma dispersa, de pequenas protuberancias na
superficie do calo (Figura 3C), com uma abertura na
extremidade, semelhante a um coledptilo, o que
possivelmente representa a fase inicial da

TABELA 1. Porcentagem de calos formados e oxidados obtidos a partir de explantes foliares de Myracrodruon
urundeuva Fr. All. cultivados em meio WPM suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D.

Concentragéo de 2,4-D Formac&o de calos Oxidacdo
(uM) (%) (%)
2,26 45,00 c 30,00 a
4,52 87,50 a 35,00 a
6,78 82,50 ab 52,50 ab
9,04 55,00 bc 75,00 b
18,09 30,00 c 80,00 b
CV (%) 20,81 26,07

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tempo (dias)

FIGURA 1. Curva de crescimento de calos de aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) obtidos a partir
de segmentos foliares inoculados em meio WPM suplementado com 4,52 uM de 2,4-D, durante 70 dias. 1. Fase

lag; 2. Fase exponencial; 3. Fase linear; 4. Fase de desaceleragao.

FIGURA 2. Estagios da formagao dos calos de Myracrodruon urundeuva Fr. All. cultivado em meio WPM. 1. Planta
de aroeira estabelecida in vitro com 60 dias de idade usada como fonte de explantes; 2. Inicio da formagao dos
calos; 3. Tipo morfolégico de calo encontrado em maior quantidade. Barra equivale a 0,5 mm.

embriogénese somatica, entretanto, ndo foram
evidenciados embrides somaticos tipicos. Verificou-
se ainda pela analise com MEV a ocorréncia de outros
setores distintos do primeiro, com aspecto mais
granular, embora nao totalmente friavel e constituidos
de células com formato alongado (Figuras 3D, 3E e
3F), caracteristico de estruturas ndo embriogénicas
(Nogueira et al., 2007b).

Para Nogueira et al. (2007b), o formato
isodiamétrico é caracteristico de células
meristematicas e os calos embriogénicos séao
compostos, na maioria, por células meristematicas
com dimensdes relativamente pequenas e com
citoplasma denso. De modo semelhante, Williams &
Maheswaran (1986) apontam como caracteristicas
de calos embriogénicos a presenca de células com
pequena dimenséo, conteudo citoplasmatico denso,
com grandes nucleos proeminentes, nucléolos
alargados, vacuolos pequenos e profusao de graos
de amido e proteinas totais. Para esses autores os

embrides somaticos derivados de células
apresentando essas caracteristicas, originam-se a
de setores de calos friaveis.

A analise bioquimica dos calos de aroeira-
do-sertdo revelou teor de 3,157 mg g MF de proteina
total e 3,147 mg g* MF de aminoacidos livres. O teor
de proteinas encontrado nesse trabalho foi maior que
o observado por Santos et al. (2008) em calos de Coffea
canephora e por Santos et al. (2003) em calos de Coffea
arabica. Entretanto, foi menor que o valor observado por
Azevedo (2003) em calos de copaiba (Copaifera
langsdorfiii) (4,54 mg g MF). Para Santos et al. (2008),
as proteinas constituem a maior parte da matéria seca
da célula e as variagdes qualitativas e quantitativas
representam o conjunto especifico de atividades
bioquimicas e celulares, tipico de cada fase de
desenvolvimento do calo. O maior teor de proteinas
observado nos calos de aroeira-do-sertdo pode ser
atribuido a época de coleta dos calos (45 dias de cultivo),
correspondente a fase linear de crescimento dos calos
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FIGURA 3. Eletromicrografia de varredura dos calos obtidos a partir de segmentos foliares de aroeira-do-sertao
(Myracrodruon urundeuva Fr. All.). A e C - Massa compacta de células; B - Estrutura granular na superficie do calo,
sugerindo o inicio da proliferagédo de células embriogénicas; D, E e F - Células alongadas e ndo embriogénicas
formadas na superficie dos calos. (cm) células meristematicas, (pt) protuberancia semelhante a um coledptilo, (cf)
células foliares, (ca) células alongadas. As barras equivalem a 20 pum.

(Figura 1), pois este parametro tem sido utilizado como
marcador bioquimico de crescimento celular.

O teor de agucar soluvel total foi equivalente
a 43,32 mg g' MF. Esse valor € muito superior ao
obtido por Nogueira et al. (2008) em calos de murici-
pequeno (Byrsonimia intermedia A. Juss.) (0,03 mg
g MF). Os teores de agucares em calos sado muito
variaveis, havendo tendéncia geral de declinio, com o
teor maximo sendo verificado, geralmente, no dia da
inoculacdo dos explantes (Serra et al., 2000). Para
0s agucares redutores, verificou-se em calos de
aroeira-do-sertdo a concentragédo de 23,62 mg g MF,
valor superior ao obtido para calos de Copaifera
langsdorffii (14,57 mg g' MF) (Azevedo, 2003).

Em relagdo aos teores de compostos
fendlicos totais, verificou-se nesse trabalho a
concentragdo média de 0,914 mg g' MF, equivalendo
a aproximadamente 0,9% da massa fresca do calo,
obtido em fase linear da curva de crescimento. Esses
valores sao relativamente mais elevados que os

obtidos por Nogueira et al. (2008), em trabalho com
murici-pequeno (Byrsonimia intermedia A. Juss.),
verificaram teores de taninos equivalentes a 0,142 e
0,133% da matéria fresca de calos, nas fases linear
e estacionaria da curva de crescimento dos calos,
respectivamente. Contudo, ressalta-se que a
metodologia utilizada nesse trabalho proporcionou a
extracao de uma maior gama de compostos fendlicos
em relagao a utilizada por Nogueira et al. (2008). Por
outro lado, os valores de fendis totais obtidos nos
calos sao relativamente baixos em relagao aos obtidos
na casca da aroeira-do-sertao, tecido onde se verifica
a maior concentragao de taninos, sendo, porisso, a
parte do vegetal mais utilizada comercialmente (9,28%
e 8,18% de fendis totais e taninos, respectivamente)
(Monteiro et al., 2005).

Os compostos fendlicos representam um
grupo quimico de grande interesse para a espécie
aroeira-do-sertao, tanto sob o aspecto fitoquimico
quanto industrial. Em ambiente natural esses
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compostos sdo encontrados principalmente nos
vacuolos das plantas. Assim, a baixa concentragao
de compostos fendlicos totais nos calos de
Myracrodruon urundeuva pode estar relacionada ao
tamanho reduzido das células, indicando o baixo grau
de diferenciacdao dos calos obtidos. Entretanto,
sugerem a possibilidade de producéo desses
compostos via cultura de células.

CONCLUSAO

E possivel a indugao de calos em segmentos
foliares de aroeira-do-sertédo utilizando 2,4-D, com
maior taxa de calogénese obtida na concentragéo de
4,52 uM desse regulador vegetal. Os calos obtidos a
partir de segmentos foliares com a utilizagéo dessa
auxina apresentaram textura compacta e
caracteristicas ndo-embriogénicas. A presenga de
fendlicos totais nos calos de aroeira-do-sertdo sugere
a necessidade de realizacdo de trabalhos futuros
visando a identificagdo dos compostos presentes.
Sugere ainda a possibilidade de exploragao desses
compostos usando abordagens biotecnoldgicas, para
producao de substancias bioativas in vitro.
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