\\ 14° Congresso Nacional de

/) MEVD-AMBIEBEEE o Acuas
’2} a zgj‘;@jﬁjs E MINERAIS

WWW, meJoamb\eP epocos com br "<

EIXO TEMATICO: Valoracdo e economia ambiental

ISOLAMENTO DE PROTOPLASTO DE Handroanthus impetiginosus
(MART.ex.DC. MATUS) A PARTIR DE CALOS OBTIDOS IN VITRO

Tamires Luana Silva'

Breno Régis Santos?

Resumo

Hibridizacdo somadtica ¢ uma técnica utilizada para modificacdo genética
através da inser¢do de organelas ou cromossomos em células através da fusdo de
protoplastos.

Devido ao elevado potencial medicinal e industrial, dos metabodlitos € madeira da
Handroanthus impetiginosus, o presente trabalho teve por objetivo testar um protocolo
de estabelecimento de cultura de protoplastos isolados a partir de calos, afim de ter
conhecimento para futura hibridiza¢do. Através do procedimento testado foi possivel
obter protoplastos isolados de Handroanthus impetiginosus e multiplica-los in vitro.
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INTRODUCAO

Devido a fatores que impedem aumento da produtividade da cultura de vegetais,
como a susceptibilidade de algumas plantas a diversas doencgas, pragas e anormalidades
fisiologicas (FUNDECITROS, 1999), novas formas de melhoramento genético
tornaram-se necessarias para o desenvolvimento da agricultura e menor dependéncia de
agentes quimicos nas lavouras, diminuindo os impactos ambientais causados por esses
agentes, além de diminui¢do de maleficios a satide humana, como aumento do risco de
desenvolvimento de cancer (SCHLINDWEIN,2005).

Uma técnica de melhoramento genético que vem comegando a ser utilizada
atualmente ¢ a hibridiza¢do somatica. Segundo Matsumoto (2001), hibridagdo somatica
¢ uma técnica que tem como fundamento a fusdo celular, que possibilita obtencao
hibridos sem necessidade de reproducdo sexual. Por esse método, ¢ possivel inserir
cromossomos ou organelas que possuem material genético de uma espécie para outra, a
ser melhorada, o que torna possivel a transferéncia de caracteres poligénicos sem ter
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conhecimentos detalhados de genes, no entanto, as células vegetais, na forma natural,
ndo se fundem, devido a parede celular. Esta parede celular formada por celuloses e
pectinas (principalmente), ligninas e outras substancias de menor quantidade, tem a
funcdo de protecdo mecanica e rigidez. Sendo assim, a primeira etapa para a hibridagao
somatica ¢ obtencdo de células sem parede celular. A célula desprovida de parede
celular € capaz de manter atividades vitais completas e denomina-se protoplasto. Sendo
assim, o objetivo do presente trabalho foi testar um protocolo de isolamento de
protoplastos a partir de tecido de células ndo diferenciadas de Handroanthus
impetiginosus e analisar o desenvolvimento in vitro pds- isolamento.

METODOLOGIA

Sementes de ipé roxo foram desinfestadas e inoculadas em meio de cultivo
WPM com agar 7g/l, sem sacarose. Apds brotamento e desenvolvimento do vegetal,
explantes caulinares foram inoculados em meio de cultivo WPM com adigdo de
regulador de crescimento 2-4,D 400 pmol/L para formagdo de calos que foram
repicados e quando atingiram massa em torno de 500 mg, foram inseridos em solucdo
enzimatica de celulase e pectinase em manitol; partidos cuidadosamente para maior
superficie de contato entre a solucdo e o tecido, envolvidos com papel aluminio e
colocadas em sistema de agitagdo continuo. Transcorridas 24h, a solugdo foi filtrada e
submetida & centrifugacdo. Os pellets foram ressuspendidos em manitol 0,7M e
inoculados em meio de cultivo WPM liquido, novamente envolvidos por papel aluminio
para impossibilitar a passagem de luz. Realizou-se coloragao vital com corante azul de
Evans e o desenvolvimento das células foi analisado através de contagem do ntimero de
células em camara de Neubauer durante sete dias.Todos os procedimentos foram
executados em temperatura ambiente (MATSUMOTO,2006 — adaptado).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da metodologia testada foi possivel isolar protoplastos viaveis de ipé
roxo (Handroanthus impetiginosus.) 4 partir de células ndo diferenciadas (calo vegetal).
A viabilidade foi evidenciada pela ndo coloracdo das células na presenca corante,
demonstrando a ndo ruptura da membrana plasmatica; observada em microscopio optico
comum. Também foi possivel realizar o cultivo in vitro dos protoplastos isolados, e apds
contagem em camara de Neubauer de aliquotas diluidas, foi possivel constatar um
crescimento exponencial durante o terceiro e o quarto dia, juntamente com um
decréscimo de crescimento celular apdés o quarto dia de cultivo entende-se que ¢
necessario realizar subcultivos entre o terceiro e o quarto dia posteriores a inoculagao de
células em suspensdo celular, também foi observado forma¢ao de agregados celulares,
que segundo VILELA et al. (2002) , se formam devido a multiplicagdo das células por
meio de mitoses e a migragdo facilitada pela agitacdo constante do frasco com
suspensao\ das células em suspensdo. Estes agregados aumentam de volume com o
aumento de nimero de células presentes no meio de cultivo.

CONSIDERACOES FINAIS
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Analisando os resultados obtidos neste trabalho, ¢ possivel constatar que o
protocolo testado ¢ eficaz para isolamento de protoplasto de ipé roxo (Handroanthus
impetiginosus), além disso, ndo altera a viabilidade celular; logo as células obtidas
poderao ser estudadas em outros experimentos apds este procedimento.
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