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RESUMO: Os inseticidas de origem vegetal sio pouco utilizados atualmente, devido ao aparecimento
dos defensivos sintéticos. Dentre esses, encontra-se a rotenona, que, entre os rotendides, € a principal
substancia contida nas raizes dos timbos. Entretanto, estudos sobre a nutricdo mineral e biossintese
de compostos rotendides de calos de timb6 vermelho s&o escassos. O objetivo deste trabalho ¢ o de
estudar os efeitos de variagdes de concentragdes dos sais de N e P do meio MS, na nutri¢do mineral
e biossintese de compostos rotendides, durante a fase de manutengdo de calos de timbo-vermelho.
Explante foliar de 1 cm? e explante radicial de 1 cm de comprimento foram inoculados em meio MS,
suplementados com 1,6 mg.L"' de 2,4-D e 1,6 mg.L"' de ANA+ 1,0 mg.L! de BAP, respectivamente,
e mantidos em sala de crescimento durante 28 dias. Ap6s este periodo, trés fragmentos de calos de
cerca de 1 cm de didmetro foram inoculados em frascos de vidro de 250 mL, contendo 30 mL do
meio MS com variagdes na composigdo dos sais de N e P, suplementados com 2 mg.L"' de ANA + 2
mg.L"' de BAP e mantidos em sala de crescimento, durante 28 dias e, em seguida, subcultivados por
mais 28 dias. A reducio e/ou a auséncia de ambas as formas de N resultou em redu¢des marcantes
de crescimento do calos, independente ou nio da redugdo da concentragdo de P do meio nutritivo
MS. Calos oriundos de explante radicial apresentaram resposta positiva de biossintese de compostos
rotendides, apds 28 e 56 dias de cultivo in vitro, nos meios de manutengéo.

TERMOS PARA INDEXACAO: Derris urucu, Cultura de Tecido, Nitrogénio, Fésforo, Rotenona,
Metabolismo Secundario.
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MINERAL NUTRITION AND DETECTION OF ROTENOIDS
DURING THE MAINTENANCE OF RED TIMBO CALLUSES

ABSTRACT: The insecticides of vegetable origin are not very used now due to the marketing of
synthetic defensives. The rotenone, that enters the rotenoids, it is the main substance contained in the
roots of the timbos. However, studies on mineral nutrition and biosynthesis of rotenoids compounds
of calluses of red timbé are scarse. The objective of this work was to determine the effects of
concentrations variations in N and P salts of the MS medium in the mineral nutrition and biosynthesis
of rotenoids compounds during the maintenance of calluses of red timbé. Leaf explant of 1 cm2 and
root explant of 1 cm of length were inoculated in a MS medium, supplemented with 1,6 mg.L-1 of
2,4-D and 1,6 mg.L-1 of ANA + 1,0 mg.L-1 of BAP, respectively, and kept in growth room for 28
days. After this period, three fragments of calluses of around 1 cm of diameter were inoculated in
bottle from glass of 250 mL, containing 30 mL of the MS medium with variations in the composition
of the N and P salts, supplemented with 2 mg.L-1 de ANA + 2 mg.L-1 de BAP and kept in growth
room for 28 days and, next, subcultivated fpr more 28 days. The reduction or/and the absence in
both sources of N, resulted in outstanding reductions of calluses growth, independently or not of
the P concentration reduction in the ‘"MS’ nutrient medium. Calluses originating from root explant
presented positive answer of biosynthesis of rotenoids compounds after 28 and 56 days of cultivation
in vitro in the maintenance medium..

INDEX TERMS: Derris wrucu, tissue culture, nitrogen, phosphorus, rotenone, secondary
metabolism.

composto orgénico € arotenona, que, entre 0s
rotendides, € a principal substincia contida
nas raizes dos timbds. Essa substincia é
um veneno violentissimo para insetos e
animais de sangue frio. Atua como veneno
de contato, estomacal e traqueal, reunindo os
trés métodos técnicos usados no combate as
pragas por contato, envenenamento e asfixia
(CRAVERO; GUERRA; SILVEIRA, 1976).

1 INTRODUCAO

Timb6 € o nome pelo qual sdo co-
nhecidas na Amazoénia, inimeras plantas
de cultura pré-colombiana, que apresentam
propriedades ictiotéxicas. Ha muitas espé-
cies de timbd, mas as de uso mais generali-
zado na Amazoénia s&o os timbds vermelho,
Derris urucu (Killip et Smith) Macbride, e o

timbo branco, Derris nicou (Killip et Smith)
Macbride (PIRES, 1978).

Os inseticidas de origem vegetal
sdo pouco utilizados atualmente, devido
ao aparecimento dos defensivos sintéticos.
Dentre os primeiros, cita-se a nicotina, que
praticamente ndo € mais utilizada. Outro
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Os rotendides t€m outros efeitos bio-
l6gicos importantes, tais como a inibicfo da
formac@o de microtubulos da tubulina e ati-
vidade anticancerigena. Ha interesse na in-
fluéncia dos rotendides sobre certas relagdes
planta/inseto e um interesse permanente no
S€u USO COMO VEeNeno para peixes, em reser-
vatdrios de dguas que utilizam espécies mais
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valiosas ou na pesca indigena (CROMBIE;
WHITING, 1998).

O cultivo in vitro de tecidos e células
vegetais constitui umaalternativa promissora
para o suprimento constante e homogéneo de
material vegetal, independente de mudancas
climaticas ou condi¢des do solo.

O meio nutritivo mais utilizado em
cultura de tecidos ¢ o MS de Murashige
e Skoog (1962), embora a concentragdo
de nutrientes deste meio nutritivo deva
ser melhor estudada devido a diferentes
respostas obtidas por diversas espécies
(PIERIK, 1987; CALDAS; HARIDASAN;
FERREIRA, 1998). Tecidos originados
de diferentes partes de uma planta
podem possuir diferentes requerimentos
para um desenvolvimento satisfatdrio
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Os
macronutrientes s@o incluidos nos meios
nutritivos na forma de sais inorgénicos,
sendo que o nitrogénio (N) e o enxofre
(S) podem ser adicionados, também, como
componentes de suplementos orgéinicos
(aminoacidos, por exemplo) (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998). E usual
suprir o nitrogénio na forma de ions NH,"
e NO,, embora algumas plantas possam
se desenvolver em solugdes contendo N
somente na forma de nitrato (GEORGE;
SHERRIGTON, 1984).

Embora algumas plantas respondam
satisfatoriamente a adi¢3o de apenas nitra-
to a0 meio nutritivo € a maioria delas ne-
cessita de nitrogénio nitrico e amoniacal,
sendo necessario encontrar o balanco ideal
de NH,”/NO, para o étimo crescimento e
desenvolvimento in vitro, o total de N re-
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querido € de 168 a 840 mg.L"'; a quantidade
de NH," varia de 108 a 360 mg.L"' e a de
NO, entre 372 a 2 480 mg.L"' (GEORGE;
SHERRRIGTON, 1984)

O fésforo (P) € absorvido pelas plan-
tas na forma de fon H,PO," e ¢ nesta forma
que € acrescentado nos meios de cultura de
tecidos (CALDAS; HARIDASAN; FER-
REIRA, 1998). No meio MS, o fosfato de
potassio monobasico é usado na concentra-
¢do de 170,13 mg.L". Este nivel é conside-
rado baixo para algumas culturas, sendo re-
comendada a suplementacdo com um nivel
igual de fosfato de s6dio monobasico (MU-
RASHIGE, 1974).

Carneiro(1997) estudouem condigdes
de cultivo in vitro, a influéncia de doses
de N e de P no crescimento de explantes
primarios da bananeira Mag¢d. Verificou
que a supressdo do nitrogénio amoniacal
do meio MS, mantendo-se apenas o nitrato,
ndo foi suficiente para proporcionar um
maior crescimento em termos de peso
da massa fresca de brotos de bananeira
Magi. Também, a reducdo do nitrogénio
amoniacal do meio nutritivo MS n#o afetou
grandemente o peso da massa fresca de
brotos, apds 28 dias de cultivo, em dosagem
normal e duplicada de fésforo.

Silva e Goleniowski (1994) relatam
que a adic@o de inibidores do metabolismo
primario de terpenos (KCN — cianeto de po-
tassio, cloramfenicol, ciclohexamida e 4cido
feralico) em cultura de calos de Ambrosia
tenuifolia inibiu completamente a producéo
de lactona sesquiterpeno. Fontes de nitrogé-
nio (adenina, asparagina, arginina e leucina)
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promoveram a biossintese desse metabolito
enquanto, a adi¢do de possiveis precursores
de lactona sesquiterpeno (coronopilin ou
acido peruvinico) aumentou o seu conteido
em calos.

Estudos sobre nutricio mineral e
biossintese de compostos rotenodides du-
rante a fase de manutencdo de calos em
timbo vermelho sdo escassos. Desta forma,
este trabalho foi conduzido com o objetivo
de determinar os efeitos de varia¢des das
concentragdes dos sais de N e de P do meio
de cultura MS durante a fase de manuten-
¢do de calos, oriundos de explantes foliar e
radicial de plantulas de D. urucu germina-
das in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

Os calos foram induzidos usando-se
explantes foliar e radicial de plantulas de
D. wrucu germinadas in vitro. O explante
foliar de 1 cm? foi inoculado em meio MS,
suplementado com 1,6 mg.L"' de 2,4-D e os
explantes radicial (quatro segmentos) de
1 cm de comprimento foram inoculados
em meio MS, suplementado com 1,6
mg.L' de ANA + 1,0 mg.L"' de BAP. Cs
explantes foram inoculados em tubos
de ensaio de 150 x 25 mm, contendo 15
mL do meio de cultura adicionado de
sacarose 3%, solidificado com 0,7% de
agar, pH ajustado para 5,7+0,1 e mantidos
em sala de crescimento a 26+1 °C, umidade
relativa do ar a 70+5%, fotoperiodo de 16
h e irradiancia de 25 pmol.m2s", durante
28 dias. Apos este periodo, procedeu-se
a etapa de manutengio dos calos, na qual
trés fragmentos de calos com cerca de 1

208

cm de didmetro, oriundos dos tratamentos
de indugdo foram inoculados em frascos de
vidro de 250 mL, contendo 30 mL do meio
MS com varia¢gdes na composicdo dos sais
de N e P (Tabela 1), suplementados com 2
mg.L"' de ANA +2 mg.L"' de BAP, sacarose
3%, solidificado com 0,7% de agar, pH
ajustado para 5,7£0,1 e mantidos em sala de
crescimento nas mesmas condi¢des da fase
de inducdo de calos, durante 28 dias e, em
seguida, subcultivados por mais 28 dias.

Os efeitos dos tratamentos foram
avaliados pelas seguintes variaveis de
resposta: massas fresca e seca de calos
(MFCALO e MSCALOQO, respectivamente)
e teor de compostos rotendides aos 28 e 56
dias de cultivo. A quantificagio de compostos
rotenoides foi determinada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), usando-
se extratos metanolicos oriundos de amostras
duplicadas de 10 mg de calos secos e triturados
por amostra por tratamento. Durante a
extracdo, adicionaram-se 10 mL de metanol
a, aproximadamente, 10 mg da amostra. Em
seguida, procedeu-se a agitacio em banho
de ultrason, durante 5 minutos e a filtragem
a vacuo. A quantificacdo foi realizada em um
cromatografo Marca SHIMADZU, Modelo
LC-9A, equipado com coluna PEGASIL
ODS. Durante a operagio, a fase mdvel usou
metanol/dgua (70/30), vazio de 1 mL.min",
injecdo de 20 uL da amostra e detecgdo ap6s
20 minutos, em detector SHIMADZU, Modelo
SPD—6AV SPECTROPHOTOMETRIC UV-
VIS a 280 nm.

Os calos oriundos de cada tratamento
de indugdo foram considerados na etapa de
manuten¢io de calos como um experimento
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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 repeticdes cada uma
constituida por um frasco de 250 mL con-
tendo 30 mL do meio MS, com as devidas
variagoes dos sais de N e P e 3 fragmentos
de calos. Os dados obtidos na etapa de ma-
nutencdo de calos foram submetidos a anéli-

se de varidncia para as variaveis de resposta
em questdo, através do programa de estatis-
tica computacional SANEST — Sistema de
Analise Estatistica (ZONTA; MACHADO;
SILVEIRA JUNIOR, 1984), e, de acordo
com os resultados das andlises, os dados
foram novamente processados e as médias
comparadas através do teste de Tukey a 0,05
de probabilidade.

Tabela 1 — Tratamentos usados na fase de manuteng@o de calos oriundos de explantes foliar
e radicial de D. urucu, com énfase nas variagdes das concentragdes dos sais de N e de P do
meio MS, suplementado com 2,0 mg.L"' de ANA + 2,0 mg.L"' de BAP.

Tratamento
meio nutritivo de “MS”)

N-NH+ N-NO, P-KH,PO,

N e P (concentracdo relativado Tratamento

N e P (concentragéo relativa
do meio nutritivo de ‘MS”)

N-NH,+ N-NO; P-KH,PO,

1 Y 0 Y 6 2 0 1
- 0 V2 Z 7 0 Y 1
3 Y V2 Y 8 Pz % 1
4 1 1 Y 9 1 1 1
5 Z 2 % 10 2 2 1
3 RESULTADOS E DISCUSSAO Pela Tabela 2, observam-se os valores

Os resultados das analises de vari-
ancia dos dados de MFCALO e MSCALO
mostraram efeitos significativos diferen-
ciados para fatores e suas interagdes nes-
tas variaveis de resposta, indicando que as
variacdes do meio de cultura MS, as épo-
cas de avaliagdo e sua interacdo tiveram
influéncias determinantes nestas variaveis
de resposta. |
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das médias dos pesos da MFCALO e MS-
CALO de D. urucu oriundos de explantes
foliar e radicial, aos 28 e 56 dias de cultivo
in vitro, em 10 variagdes do meio MS para
manuten¢do de calos. Pode-se notar que,
aos 28 dias de cultivo, o melhor resultado
da MFCALO oriundo de explante foliar foi
obtida pelos tratamentos 3, 4, 5, 6, 8,9 e 10.
Aos 56 dias, os tratamentos 4, 5, 9 e 10 fo-
ram superiores aos demais tratamentos.
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Para os valores das médias da MS-
CALO oriundos de explante foliar, aos 28
dias de cultivo in vitro, ndo houve efeitos
significativos, enquanto que aos 56 dias, os
melhores resultados foram apresentados pe-
los tratamentos 4, 5, 6, 8, 9 ¢ 10. Em geral,
independentemente dos tratamentos, houve
um aumento no crescimento de calos nos
meios de manutencdo, avaliados em ter-
mos de MFCALO e MSCALO oriundos de
explante foliar, entre 28 e 56 dias de culti-
vo. O crescimento de calos, em termos de
MFCALO, oriundos de explante foliar foi
reduzido pelas redugdes nas concentragdes
e formas de N e independente da concentra-
¢80 de P. A MSCALO oriunda de explante
foliar aos 56 dias, na presenca da 2 de N-
NH," (tratamento 6) ou 2 de N-NH," + 2
de N-NO,  (tratamento 8), em combinagdo
com toda a fonte de P, ndo sofreu reducéo
de crescimento. O dobro da concentracdo
dos sais de N do meio nutritivo MS, inde-
pendentemente da concentracdo de P usada
ndo afetou o crescimento. Ficou comprova-
do que a redugdo da concentragdo dos sais
de MS afetou o crescimento de calos de D.
urucu oriundos de explante foliar e a maior
exigéncia da nutri¢do nitrica com o aumento
do tempo de cultivo in vitro.

Apds 28 dias de cultivo, verificou-se
que os melhores resultados da MFCALO
oriundos de explante radicial foram
obtidos pelos tratamentos 1, 3, 4,5, 8,9 e
10, enquanto que, aos 56 dias de cultivo,
o tratamento 4 foi superior aos demais
tratamentos. Para os valores das médias da
MSCALO oriundo de explante radicial aos
28 dias, verificou-se a superioridade dos
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tratamentos 1, 3, 4, 5, 8, 9 e 10, enquanto
que aos 56 dias os tratamentos 3 e 4 foram
superiores aos demais tratamentos. Em geral,
os efeitos nas reducdes nas concentragdes e
formas dos sais de N do meio nutritivo MS
para calos oriundos de explante radicial
de D. wrucu seguiram a mesma tendéncia
dos obtidos para explante foliar. Entretanto,
detectaram-se maiores exigéncias das formas
dos sais de N, na presenca da metade ou de
toda a dose de P, no crescimento de calos
oriundos de explante radicial, medido em
termos de MFCALO e MSCALO. Aos 56
dias de cultivo, o crescimento da MFCALO
e MSCALO, oriundo de explante radicial, foi
afetado na presenga do dobro da concentragéo
de N e independente da concentracdo de P do
meio de cultura de MS.

O nitrogénio difere dos demais ma-
cronutrientes pelo fato de apresentar-se na
forma de cation (aménio) e anion (nitrito e
nitrato). O efeito destas diferentes formas
inorganicas sobre o crescimento e desen-
volvimento de culturas de tecidos vegetais
€ marcante; o nitrato, como unica fonte de
N, sustenta uma boa taxa de crescimento em
muitas espécies, sendo, também, a melhor
forma de N para diversas culturas (CAL-
DAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
No entanto, ha espécies que ndo crescem
bem com nitrato no meio. O balango en-
tre os ions, nitrato € amonio, tem merecido
maior destaque nos estudos realizados sobre
crescimento e multiplicagdo in vitro (CAL-
DAS; CALDAS, 1976; OJIMA; OHIRA,
1978; CARNEIRO, 1997; SANTIAGO;
CONCEICAO; CARVALHO, 1999).
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Caldas e Caldas (1976) recomendam a uti-
lizagdo de aménio no maximo de um tergo
do nitrogénio total; caso contrario, as célu-
las in vitro podem apresentar sintomas de
toxidez, reduzindo o crescimento das plan-
tas. De acordo com esses autores, a mesma
concentracdo de amonio, que € inibitéria
quando a concentracdo de nitrato é baixa,
permite um bom crescimento quando se
aumenta a concentra¢do de nitrato. Neste
trabalho, a reducdo e/ou auséncia de ambas
as formas de N resultou em reducdes mar-
cantes de crescimento de calos expressos
como MFCALO ou MSCALO, indepen-
dente ou n@o na reducdo da concentragio
do P do meio nutritivo MS e da origem do
explante.

A analise quimica de compostos
rotendides determinadas por CLAE em
calos de D. wrucu oriundos de explante
foliar de plantulas de exemplares do clone
37 germinadas in vitro ndo detectaram a
presenca destes compostos. Estes resultados
diferiram dos obtidos por Tailang, Kharya
e Dixit (1997), em calos de células de
Glycyrrhiza glabra e por Li et al. (1995),
em calos induzidos em diversos tipos de
explantes de Barberis pruniosa.

Quanto aos calos de D. wrucu
oriundos de explante radicial, as analises
quimica de compostos rotendides
determinados por CLAE indicaram a
presenca destas substincias neste tipo
de material. Estes compostos foram
detectados nos tratamentos 5, 6 e 8, apds
28 e 56 dias de cultivo in vitro com teores
de oscilaram entre 0,015 e 0,060%. A
presenca de compostos rotendides em

cultura de raiz tem sido relatada para D.
elliptica. Kudakesseril e Staba (1988)
relatam a utilizacdo de culturas de calos e
de suspensdo de células para determinar a
quantidade de rotenoides em D. elliptica e
Tephrosia vogelli cultivadas em MS liquido
contendo diferentes combinagdes de 2,4-D
e cinetina.

Compostos secundéarios produzidos
pela planta mde, na maioria dos casos,
ndo sdo encontrados em calos. Apenas a
regeneracdo da raiz, dos brotos foliares
e da prépria planta restauram a producéo
destes compostos (KAWAGUCHI et al,
1993). Em particular, o calo funciona como
meristema e a ndo produ¢do dos compostos
secundarios estd relacionada com a alta
atividade metabdlica direcionada pela
mitose. A diferenciagdo destas células, assim
como a desaceleracdo da atividade mitdtica,
progressivamente, permite o acumulo dos
compostos secundarios. A biossintese de
metabolitos secundarios pode ocorrer em
todos os tecidos e células de uma dada
espécie vegetal, devido a totipoténcia celular.
Entretanto, como via de regra, a biossintese
€ restrita a determinado 6rgéo, tecido e/ou
célula especializada e esta relacionada com
a diferenciacdo e o desenvolvimento celular
(WIERMANN, 1981). Em nivel intracelular,
existem sitios especificos de biossintese de
natureza lipo e hidrofilicas que armazenam
os produtos secundarios de acordo com
suas propriedades. Alguns precursores,
assim como a propria molécula, pode ser
transportados intra ou intercelularmente
através de transporte passivo ou ativo.
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4 CONCLUSAO

A reducio e/ou a auséncia de ambas
as formas de N resultou em redugdes mar-
cantes de crescimento do calos, indepen-
dente ou ndo da reducdo da concentracao
de P do meio nutritivo MS e da origem do
calo.

Calos oriundos de explantes radiciais
sd0 mais exigentes, tanto da forma quanto
da concentragdo de sais de N da formulagdo
do meio MS.

A producdo de massas fresca e seca
de calos oriundos de explantes radiciais ¢
menor do que em explantes foliares.

Calos oriundos de explante radicial
apresentaram  resposta  positiva  de
biossintese de compostos rotendides, apos
28 e 56 dias de cultivo in vitro, com teores
que oscilaram entre 0,015 € 0,060%.
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