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CONTROLE DA VITRIFICACAO DO CRAVO
(Dianthus caryophyllus L.) IN VITRO
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RESUMO - Baixos nfveis de benziladenina (BAP), baixo potencial de 4gua no meio e baixa umidade condicionada
por tampas de algodio foram capazes de inibir a vitrifica¢io de cravo (Dianthus caryophyllus L.) cultivado in vitro,
mas essas condi¢des implicaram no baixo desenvolvimento das plantas e da taxa de propagacio. Elevados niveis de
NH,NO, demonstraram serem altamente promotores da vitrificagio assinalada pelo alto conteiido de proteina,
enquanto relagio inversa foi constatada para altos niveis de CaCl,, aos quais seguiu-se aumento na atividade da
peroxidase. Os resultados permitiram estabelecer um protocolo para controle da vitrifica¢do do cravo, constituido
de 4,0 g/1 de “Gelrite”, 0,5 mg/l de 4scido naftalenoacético (ANA), 0,05 mg/l de BAP, doses normais das solucdes
salinas do meio MS e vedagdo do tipo tampas de algoddo para cultivo de dpices meristemsticos. Para a fase de
multiplicagdo, este protocolo deve ser alterado para 0,5 mg/l de BAP, 10,3 mM de NH,NO, e 12,0 mM de CaCL,.
Descritores: cravo, Dianthus caryophyllus. vitrificacido. meristema, micropropagacio

CONTROL OF CARNATION VITRIFICATION
(Dianthus caryophyllus 1..) IN VITRO

ABSTRACT: Low levels of benzyl adenine (BAP), low water potential of the growth medium and low humidity due
to cotton covers, inhibited vitrification of carnation (Dianthus caryophyllus L.} in vitro. However, under these
conditions, a low development of plants and a decrease in the multiplication ratio, were observed. High levels of
amonium nitrate enhanced vitrification with an increase in the total soluble protein content. An inverse correlation
was observed in the presence of high levels of calcium chloride. The latter was correlated to an increase in peroxi-
dase activity. The results allowed the establishment of a protocol to control vitrification during carnation meristem
growth, as follows: “Gelrite”, 4 g/l; naphtalene acetic acid, 0.5 mg/l; BAP, 0.05 mg/l; normal dosis of MS salts;
cotion covers. For in vitro multiplication the protocol should be altered to BAP, 0.5 mg/l; amonium nitrate 10.3
mM; calcium chloride 12.0 mM.

Key words: Dianthus caryophyllus, meristem, vitrification, carnation, micropropagation

reduzida taxa de sobrevivéncia em condigdes
autotréficas (SUTTER & LANGHANS, 1979).

INTRODUCAO

Algumas espécies, como o cravo
(Dianthus caryophyllus L.), quando cultivadas in
vitro sdo suscetiveis a uma reacdo de
hipersensibilidade as condigbes de estresse do meio,
desenvolvendo variagdes anormais como a
vitrificagdo assinalada por desordens fisiolégicas
generalizadas (ZIV, 1991).

Plantas vitrificadas sdo caracterizadas
por apresentarem baixos niveis de lignina e celulose
(KEVERS et al., 1984; 1987); baixa resisténcia de
parede celular (KEVERS & GASPAR, 1986);
hipertrofia celular (VIEITEZ et al., 1985); folhas
entumescidas e quebradigas (DEBERGH, 1983,
LESEHEM et al., 1988a,b; ZIV et al., 1987) e
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A vitrificagdo € uma das principais
anomalias que tem recebido atengdo especial nos
dltimos anos, tendo sido observada a interagao
simultdnea de diversos fatores, interferindo nas
principais vias metabdlicas como fotossintese,
respiragao e transpiragdo (ZIV, 1991). Uma relagio
entre a vitrificagdo e a atividade de determinadas
enzimas foi diagnosticada (PHAN & LETOUZE,
1986). Em material vitrificado observa-se
diminuigéo na atividade das enzimas peroxidase e
CoA-ligase em relagdo a planta normal.

Os eventuais fatores da vitrificagdo
tém sido atribuidos ao potencial osmético
(DEBERGH et al., 1981; HAKKAART &
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VERSLUUS, 1983; PASQUALETO et al., 1988),
concentragéio dos reguladores de crescimento,
especialmente a citocinina (LESHEM et al., 1988a;
1988b), umidade e a concentragiio salina do meio
de cultura (DAGUIN & LETOUZE, 1986). Para
contribuir ao estudo dessa questio é que foi
conduzido o presente trabalho tendo em vista
determinar as condigdes controladoras da
vitrificagdo do cravo in vitro.

MATERIAL E METODOS

Efeito de benziladenina (BAP) - Apices
meristeméticos de cravo medindo aproximadamente
0,3 mm (1 ou 2 pares de primérdios foliares) foram
inoculados em meio de MURASHIGE & SKOOG,
(1962) (meio MS), 8 g/l de 4gar; 30 g/l de sacarose
com pH ajustado a 5,5 e incubado em sala de
crescimento com intensidade luminosa de 2000 lux,
fotoperfodo de 12h e temperatura de 25°C. O meio
de cultura bédsico foi suplementado com seis
concentragoes de BAP: 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢
1,0 mg/1, tendo 20 repetigGes por tratamento. Foram
avaliadas a freqiiéncia de plantas vitrificadas ¢ a
performance do desenvolvimento das plantas ap6s
40 dias da inoculagdo, obedecendo a um critério
de notas com valores de 0 a 7 atribuido as
caracteristicas morfolégicas. O delineamento foi
inteiramente casualizado.

Explantes nodulares medindo 1,5 cm
de comprimento oriundos das plantas regeneradas
a partir de dpices meristema4ticos foram transferidos
para meio bdsico MS acrescentado de BAP em seis
concentragdes: 0,0; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/l,
incubados na mesma condigéo descrita para 4pices
meristemé4ticos. As varidveis analisadas foram o
nimero e comprimento de brotagdes adventicias
por explante e a freqiiéncia da vitrificagao.

Efeito do agente gelificante - Apices
meristemdticos foram inoculados em cinco
concentragdes do agente gelificante “Gelrite”: 2,3;
2,7; 3,2; 3,8 ¢ 4,5 g/l em meio bédsico de MS
suplementado com 0,5 mg/l de 4cido
naftalenoacético (ANA) mais 0,05 mg/l de BAP. O
experimento foi constituido de 10 repeticbes € o
critério de avaliagdo foi 0 mesmo adotado para o
efeito de BAP. Testaram-se também cinco
concentragdes de “Gelrite”: 2,5; 3,0; 4,0; 6,0 ¢
9,0 g/l para explantes nodulares em meio de MS
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suplementado com 0,5 mg/l de BAP, com 10
repeti¢Ses por tratamento. Foram avaliados o
nimero e comprimento de brotagdes adventicias
por explante e a freqiiéncia de plantas vitrificadas.

Efeito do sistema de vedacfio - Este experimento
em fatorial do tipo 2 x 2, constituiu-se de duas
concentragdes de dgar: 8 e 12 g/l combinadas com
dois tipos de vedagdo dos frascos: papel aluminio
e tampas de algoddo para regeneracéio de dpices
meristeméticos. O meio bdsico foi suplementado
com 0,5 mg/l de ANA e 0,05 mg/l de BAP, com 10
repetigies por tratamento. O critério de avaliagdo
foi 0 mesmo adotado para o efeito de BAP. Para os
explantes nodulares testaram-se os dois tipos de
vedagfio j4 citados combinados com 11 g/l de 4gar
e 4,5 g/l de “Gelrite”. O meio bédsico foi
suplementado com 0,5 mg/l de BAP, 10,3 mM de
NHNO, e 12,0 mM de CaCl,. As varidveis
analisadas foram o niimero e comprimento de
brotagdes adventicias por explante e a freqiiéncia
da vitrificaggo.

Determinac¢fio do potencial de d4gua - Adotou-se
o método da higrometria de par termoelétrico, pelo
uso de cimaras de amostras modelo C-52 e
microvoltimetro higrométrico modelo HR-33, da
Wescar Inc. As medidas foram realizadas ap6s um
tempo minimo de 2 horas de equilibrio das amostras
nas cimaras. Mediu-se o potencial de 4gua do meio
bisico tendo como agente solidificante “Gelrite”
nas concentragdes de 2,5; 3,0;4,0; 6,0 9,0 g/l e
da folha e regido nodal de plantas normais e
vitrificadas.

Andlise histoldgica - O material foi cortado & méo
livre, desidratado em série alcodlica, corado com
vermetho congo e verde iddo (SASS, 1951) e
montado em liminas histolégicas semi permanentes.

Niveis de NH NO, e CaCl, na taxa de vitrifica¢iio
-Explantes da regido nodal medindo
aproximadamente 1,5 cm de comprimento de
plantas de cravo mantidas in vitro por um ano foram
transferidos para meio bdsico semi-sélido de MS
constituido de quatro concentragdes de NH,NO,:
0,0; 20,6; 61,8 e 130,0 mM e quatro concentragdes
de CaCl,: 0,0; 3,0; 9,0 e 15,0 mM suplementado
com 0,5 mg/l de BAP ¢ 4,2 g/l de “Gelrite”. Cada
tratamento constou de 10 repetigdes, condicionadas
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em frascos vedados com tampas de algodio. A
varidvel analisada foi a fregiiéncia de plantas
vitrificadas apés 30 dias de cultivo.

Determinacfio de protefna total solivel - Para o
material vegetal obtido dos tratamentos de diferentes
niveis de fontes nitrogenadas ¢ de cédlcio na
vitrificagio, determinou-se o teor de proteina total
soldvel (LOWRY et al., 1951) aos 30 dias apds a
inoculagio.

Atividade de peroxidase - Extratos de plantas
submetidas a vdrios niveis de fontes nitrogenadas
¢ de cdlcio foram obtidos utilizando tampéo fosfato
de sédio, pH 6,1 a 0,1 M na proporgio 1:5. A
mistura reativa se constituiu de 0,25 ml de dgua
oxigenada 0,1 M; 0,5 ml de pirogalol 0,02 M como
doador de hidrogénio; 1,0 ml de extrato diluido
em 1:40; o volume foi completado a 3 ml com
solugido tampdo. O controle foi formado por todos
os reagentes com excegiio da d4gua oxigenada. A
anilise foi realizada de acordo com FERHRMANN
& DIMON (1967), lendo-se a 470 nm no
espectrofotdmetro U-3210 da Hitachi apés 10 min
da adigdo da dgua oxigenada a 25°C. A atividade
da peroxidase foi expressa em 470/min por g/PMF.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de BAP - E ampla a aplicagio de citocininas
na micropropagacao, sendo associado os altos niveis
de BAP & morfogénese anormal (ZIV, 1991). No
entanto, os resultados demonstraram que mesmo
baixos niveis de BAP promoveram alto indice de
vitrificagdo. A partir da mais baixa concentragio

100

0,0 02

04 06

mg/l BAP

Figura 1 - Efeito de BAP no controle da vitrificagéo
de dpices meristemdticos de D.
caryophyllus in vitro aos 40 dias da
inoculagéo.
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de BAP, 60% ¢ 50% das plantas desenvolveram a
vitrificagdo para a regeneragiio de dpices
meristeméticos e multiplicagéio a partir de nédulos
caulinares, respectivamente, aumentando essa taxa
progressivamente com o aumento da concentragio
de BAP (Figuras 1 e 2). Mesmo no controle
desenvolveram-se plantas vitrificadas, embora com
baixa freqiiéncia (20%), sugerindo que outros
fatores além do regulador BAP, estejam envolvidos
na morfogénese anormal.

Por outro lado, doses elevadas de BAP
garantiram répido desenvolvimento e maior taxa
de multiplicagio de gemas. Todavia, no cultivo de
pices meristemdticos, somente o controle diferiu
dos demais tratamentos. Embora baixos niveis de
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Figura 2 - Efeito de BAP no controle da vitrificagéo
da fase de multiplicagao de D.
caryophyllus in vitro aos 40 dias da
inoculagdo.

BAP tenham contribuido também para a redugio
da vitrificagdo durante a fase de multiplicagdo, ainda
que fracamente, observou-se que as doses maiores
ofereceram melhor taxa de perfilhamento com 16,5
brotagbes para a dose de 2,0 mg/l de BAP ¢ 1,35
brotagdes para o controle (Figura 3). No entanto
as taxas de perfilhamento seguiu-se redugdo no
comprimento das brotagdes.

O mecanismo de agdo da citocinina
no processo da vitrificagdo € pouco compreendido.
Talvez ela induza uma sibita atividade celular
(BORNMAN & VOGELMANN, 1984; KATAEVA
et al., 1991; WILLIAMS & RAJI, 1991)e em um
meio com alto potencial hidrico e/ou uma atmosfera
de elevada umidade relativa no interior dos frascos,
resultaria em novas células que logo se turgiriam.
Certos autores como GASPAR e? al. (1984) citam
ainda a possibilidade dos reguladores provocarem

20
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Figura 3 - Efeito de BAP na fase de multiplicagdo
de D. caryophyllus in vitro aos 40 dias
da inoculagdo.

um estresse com o posterior desencadeamento da
sintese de etileno. Este iiltimo seria o responsdvel
pelas alteragdes observadas na morfogénese
anormal ao nivel de parede celular.

Efeito de agente gelificante - Com o aumento da
concentragio do agente gelificante foi verificado
uma sensivel redugdo na vitrificagio, embora
resultando numa menor taxa de multiplicagdo e

% Vitrificagao

23 | ol 32 39 45
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Figura 4 - Efeito de “Gelrite”no controle da
vitrificagdo e do desenvolvimento de
dpices meristeméticos de D. caryophyllus
in vitro aos 40 dias da inoculagdo. Letras
distintas diferem pelo teste de Tukey
(P<.05%).

baixo desenvolvimento. Para o cultivo de 4pices
meristemdticos somente a concentragio de 4,5g/1
de “Gelrite” foi eficiente no controle da vitrificagio
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sem afetar o desenvolvimento das plantas (Figura
4). Verificou-se na fase de multiplicagio, uma
relagdo proporcional entre nivel de “Gelrite” e
indice de vitrificagdo (Figura 5) que decaiu de 80%
na menor concentragio testada de 2,5 g/l para 8,4%
na maior concentragido de 9,0 g/l. Por outro lado,
maiores concentragdes de  “Gelrite”
comprometeram a taxa de multiplicagdo e
comprimento das brotagdes onde a dose de 2,5 g/
1 de “Gelrite” proporcionou melhor taxa de
propagaciio com 10,2 gemas por explante (Figura
6) porém com 80% de vitrificagio, enquanto na
dose de 9,0 g/l essa taxa decaiu para 4,2 gemas
por explante, contudo com menor indice de
vitrificagio ( 8,4%).

9,0

40 ”
o/t *Gelrite"

25 30 60

Figura 5 - Efeito de “Gelrite” no controle da
vitrificagdo da fase de multiplicagéo de
D. caryophyllus in vitro aos 40 dias da
inoculagéo.

Resultados similares foram obtidos
por PASQUALETO et al.,(1988) no controle da
vitrificaciio elevando a concentragdo de “Gelrite”
para 6,0 g/l; e por DEBERGH et al. 1981), ZIV et
al. (1983) e CHOUDHARY (1991) aumentando a
concentragio de dgar para 11 g/l, porém a esse
tratamento seguiu-se também considerdvel reducio
na taxa de propagagio ¢ no comprimento das
brotagdes. Esses resultados podem ser atribuidos 2
condigio de baixo potencial de 4gua (@) que afeta a
disponibilidade de 4gua e substiincias do meio de
cultivo, dentre elas a citocinina (DEBERGH, 1983
¢ DEBERGH et al., 1981) que demonstrou ser
potente estimulante da vitrificagdo nas condigdes
do experimento.

As medigdes do potencial de 4gua do
meio b4sico nas variadas concentragées de
“Gelrite” durante a multiplicagdo ¢ em explantes
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foliares e caulinares de plantas normais e vitrificadas
sdo apresentadas na Tabela 1. Nota-se uma
diminui¢do do (8) em relagio ao aumento da
concentragio do “Gelrite” obedecendo uma relagio
inversamente proporcional. A Tabela 1 mostra
também que plantas vitrificadas apresentaram maior
conteddo de dgua em relagdo as plantas normais.
Os valores do (2) nas folhas e caules foram maiores
nas plantas vitrificadas. Segundo KEVERS &
GASPAR (1985a,b), plantas vitrificadas sido
caracterizadas por desenvolverem baixa resisténcia
de parede, permitindo intensa entrada de dgua a
partir do meio com elevado (@), gerando células
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Figura6 -Efeito de “Gelrite” na fase de
multiplica¢do da micropropagagio de D.
caryophyllus in vitro aos 40 dias da
inoculagdo. Letras distintas diferem pelo
teste de Tukey (P<.05%).

Qo an86 618 130

VN N,

Figura 8A - Efeito do NsH N30 no nivel de
proteinas de D. caryophyllus
propagadas in vitro aos 30 dias de
inoculagdo.
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hiper-hidricas. Nessas condigbes os meios de
cultura com mais elevados potenciais de 4dgua
estimularam maior indice de vitrificagéo.

Efeito de sistemas de vedacio - Praticamente todos
os tratamentos que acarretam redugdo da unidade
contribuem para a redugido da vitrificagido
(KATAEVA er al., 1991; RITCHIE et al., 1991).
As combinagdes “tipos de vedagio” e “nivel de
dgar” contribuiram satisfatoriamente na redugdo da
vitrificagdo. Na regeneragdo de 4pices
meristeméticos, vedagdo com tampas de algodao
reduziu a freqiiéncia da vitrificagdo em ambas as

mg Prot/g PMF

M CaCl,,

Figura 8B - Efeito do CaClz no nivel de proteinas
de D. caryophyllus propagadas in vitro
aos 30 dias de inoculagio.

A 470/min g/PMF
o
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Figura 9A - Efeito do NH,NO; na atividade da
enzima peroxidase em plantulas de
D. caryophyllus cultivadas in vitro aos
30 dias da inoculagio.
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Figura 9B - Efeito do CaCL2 na atividade de enzima

peroxidase em plintulas de D.

caryophyllus cultivadas in vitro aos 30

dias da inoculagio.

470/min

concentracSes de dgar, no entanto, na concentragéo
de 12 g/1 de 4gar verificou-se menor fndice na
vitrificagdo, comprometendo o desenvolvimento
(Tabela 2).

O tipo de vedagéio e o tipo de
substincia gelificante afetaram a taxa de propagagéo
€ o comprimento das brotagSes. Sob as condigdes
de tampas de algodiio, a taxa de propagagéo foi
40% menor em relagiio dquelas plantas crescidas
sob condigéo de pape! aluminio ¢ o comprimento
decaiu 30%. De igual modo, o dgar reduziu a taxa
de propagaciio para 50% em relagio ao uso de
“Gelrite”. HAKKAART & VERSLUIS (1983)
também reduziram a vitrificagéio em cravo a niveis
bastante significantes ao substitufrem tampas de
papel aluminio por tampas de algoddo, o que
implicou no baixo desenvolvimento das plantas.
Esse efeito pode ser atribuido as perdas de dgua
no meio pela evaporagio sob condigbes de baixa
umidade restringindo a disponibilidade de dgua e
nutrientes do meio de cultura (DEBERGH et al.,
1981).

Embora tenha sido verificado em
alguns trabalhos um aumento de etileno em frascos
selados, o scu papel na vitrificagfo € ainda obscuro.
Segundo DEBERGH et al. (1981), a presenca de
etileno parece estar relacionada a uma redugéo na
lignificagio da parede celular. Assim, o tipo de
vedagiio estaria envolvido na melhor acragio,
permitindo a eliminagio do etileno para o meio
externo e nido na reducéo da umidade interna.
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Figura 7 - Corte Transversal de Folha de Material
Normal (A) e vitrificado (B), e Caule
de Material Normal (C) e vitrificado
(D) em aumento 100x.

Estudos andtomo-histolégicos - Estudos da
anatomia comparativa revelaram sensfveis
alterag3es na organizagfio estrutural do meséfilo ¢
dos tecidos caulinares do material normal ¢
vitrificado como esté evidenciado na Figura 7. De
imediato percebe-se que & nftida distribuigdo
ordenada, caracterfstica dos tecidos
parenquimatosos ¢ dos condutores ¢ da epiderme
da folha de planta normal (Figura 7A) d4 lugar a
um padriio morfogenético assinalado pelo alto grau
de desorganizaciio do parénquima ao longo do
meséfilo, dotado de células volumosas e alongadas,
com um acréscimo de grandes espagos
intercelulares em folhas de plantas vitrificadas
(Figura 7B), causando a impresséio de um arranjo
paligadico, inexistente em folhas nfio vitrificadas
do cravo. Este arranjo caracteriza uma enorme
alteragiio na relagio nucleoplasmética (RNP),
evidenciando um maior volume citoplasmético su-
perior ao esperado para este tecido em material
normal.

No materizl em estudo percebe-se
também a redugdo dos tecidos condutores limitados
a estreitos feixes vasculares. GERSANI ef al. (1986)
atribufram a auséncia de dominéncia apical em
plantas vitrificadas A redug@io dos tecidos vasculares
por onde se daria, preferencialmente, o transporte
de auxinas. Esta baixa capacidade de diferenciagéio
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TABELA 1 - Medidas dos potenciais de 4gua (@) em diferentes concentragSes de “Gelrite”e em explantes
foliares e caulinares.

Condigio “Gelrite” % @ (MPa)
0,25 -0,36
0,3 -0,42
0,4 -0,5
0,6 - 0,69
0,9 -1,5
Folha normal -1,7
Folha vitrificada -0,75
Caule normal -1,4
Caule vitrificado -0,9

MPa = Megapascal

TABELA 2 - Médias das notas e nimero de plantas vitrificadas de 4pices meristemdticos de cravo,
considerando o tipo de vedagio e concentragoes de dgar.

Tratamentos R. L. de Plantas
g/l dgar Vedagéo Notas Vitrificadas
8 aluminio 3,20 Aa 0,700
8 algoddo 4,00 Aa 0,200
12 aluminio 4,00 Aa 0,500
12 algoddo 2,00 Bb 0,100
CV (%) 43,66 R.L. ns

Letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P <.05 - maitsculas e P<.01 - minisculas) de probabilidade.
Regressio linear (R.L. ns) ndo significativa com P<.01%.

TABELA 3 - Médias de plantas vitrificadas durante a multiplica¢io de gemas de cravo considerando diferentes

doses de NH,NO, e CaCl,
Tratamentos (mM) Vitrificagdo
0,0 0,1410
NH,NO, 20,6 0,1924
61,8 0,334
130,0 0,6325
0,0 0,4780
CaCl, 3,0 0,4187
9,0 0,3081
15,0 0,0952
R.L. *

Regressao linear (R.L. *) significativa com P<.05%.

Sci. agric., Piracicaba, 52(3):604-614, set./dez. 1995
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dos tecidos vasculares ainda nio estd bem
esclarecido.

As mesmas altera¢des observadas em
folhas vitrificadas, de igual modo, se aplicam em
caules vitrificados, caracterizados histologicamente
por células tipicamente volumosas e de contorno
irregular no cértex, apresentando grandes espagos
intercelulares e tecidos vasculares reduzidos,
limitados a pequenos feixes (Figura 7D), enquanto
em caule de plantas normais os tecidos vasculares
estdo em disposigdo concéntrica e continua (Figura
7C). Desordens nos tecidos vasculares, clorofilianos
e de sustentagio sio citadas como o efeito mais
pronunciado em diversas espécies suscetiveis a
vitrificagdo como Castanea sativa (VIEITEZ et al.,
1985), Dianthus caryophyllus (WERKER &
LESHEM, 1987) e mag¢id. Neste trabalho nenhuma
alteragio foi encontrada na epiderme caulinar.

Niveis de NH NO, e CaCl, na taxa de vitrificacio
- Elevados nfveis de amdnia provaram ser um forte
aliado na promogio da vitrificagdo em diversas
espécies estudadas (ZIV, 1991). Relagdo inversa
foi constatada por GASPAR et al. (1984) em meios
enriquecidos de cdicio para certas espécies
lenhosas. Tais informag¢gdes corroboram os
resultados do presente trabalho no qual a freqiiéncia
da vitrificagdo elevou-se progressivamente de
acordo com o aumento dos niveis de NH,NO,
(Tabela 3).

Da mesma forma ZIV et al. (1987) aumentaram
a propor¢io de plantas normais em cultura de
crisintemo reduzindo os niveis de nitrato de amdnio
ou eliminando-o completamente do meio MS. Uma
tendéncia inversa com os tratamentos de cilcio
estd evidenciado na Tabela 3 onde a dose mdxima
de 15,0 mM eliminou parcialmente a vitrificagio,
enquanto a total auséncia de CaCl, elevou este
indice para 50%. H4 também a possibilidade de
se reduzir a vitrificagio aumentando os niveis de
cdlcio no meio (ZIV, 1991). As andlises
determinaram ainda, o melhor tratamento no
controle da vitrificagdo como sendo a eliminagdo
total do amdnio, onde a vitrificagido decaiu de 60%
na dose de 130,0 mM para 10% com a eliminagdo
total do aménio. DAGUIN & LETOUZE (1987) ¢
LEONHARDT & KANDELER (1987) observaram
um aumento na lignificagdo da parede celular de
ameixa e cactos diminuindo o nivel de amdnio. Para
os niveis de cdlcio os resultados demonstraram que
a dose de 15,0 mM de CaCl, pode ser considerada
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o melhor tratamento no combate A vitrificagdo
(Tabela 3).

Protefna total soliivel - Ainda que a eliminagdo
total do aménio tenha proporcionado os mais baixos
indices de vitrificagio (10%), este tratamento afetou
o desenvolvimento das plantas devido ao
decréscimo do nivel de proteina (Figura 8A). Por
outro lado para os tratamentos de célcio, a maior
dose testada, que resultou na mdxima redugio da
vitrificagdo, nido afetou drasticamente o
desenvolvimento das plantas em fungédo da leve
queda do nivel de proteina (Figura 8B). Os
tratamentos de amdnio e de cdlcio determinaram
um aumento gradual no teor de proteina, no entanto,
os niveis alcangados com NH,NO, foram superiores
a0s de CaCl, (Figuras 8A e B).

Andlise bioquimicas revelaram que o contetddo
de proteinas em plantas vitrificadas € superior ao
das plantas normais (LETOUZE & DAGUIN,
1983; PHAN & LETOUZE, 1983 ; ZIV et al.,
1983). LETOUZE & DAGUIN (1983), VIETH et
al. (1983) ¢ KEVERS et al. (1984) sugerem que a
alta concentragio de aménio pode levar a um
aumento na taxa C/N devido a maior atividade das
vias biossintéticas de aminodcidos, ocasionando
uma queda na atividade da via das pentoses, fonte
de componentes estruturais da parede celular como
a lignina e a celulose.

Confirmando essas observages tem-
se constatado uma relagdo entre aumento da
vitrificagdo e atividade da glutamato desidrogenase,
ocasionada pelas elevadas concentragdes
amoniacais do meio (DAGUIN & LETOUZE,
1987). Embora o cilcio tenha estimulado também
a sintese de proteina ainda que em niveis sempre
inferiores aos tratamentos de amdnio, salvo a tiltima
dose, esse aumento de proteina nos tratamentos com
cdlcio ndo foi acompanhado pelo aumento da
vitrificagdo como foi observado para os tratamentos
com amonio.

Esse comportamento estd ligado ao
fato de que o célcio age como cofator da peroxi-
dase, enzima chave do metabolismo da parede
celular, que promove ligagdes entre seus polimeros
dando firmeza e limitando o alongamento da parede
celular por ocasido da entrada da dgua no
citoplasma celular. Desse modo, o aumento da
sintese de proteina nos tratamentos de cdlcio ndo
foi seguido pela vitrificagio, pois os altos niveis de
cdlcio compensariam, atuando diretamente no
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metabolismo da parede celular, impedindo a baixa
resisténcia da parede caracteristica de células de
material vitrificado.

Atividade da peroxidase - Enquanto doses
crescentes de amdnio revelaram-se inibitdrias na
atividade da peroxidase (Figura 8A), efeito inverso
foi notado para as doses de célcio, salvo a dltima
dose onde se observou uma pronunciada queda na
atividade desta enzima (Figura 8B). De acordo com
DAVIES (1990), a peroxidase age realizando
ligagdes do tipo isoditirosil entre proteinas de
parede, e do tipo difurilato entre polissacarideos
de parede, restringindo a plasticidade da parede
celular. Portanto, tratamentos estimuladores da
atividade de peroxidase podem controlar a
vitrificagdo como constatado no presente trabalho.
Além de estimular a atividade da peroxidase, o
cédlcio pode se acumular na lamela média na forma
de pectato de cdlcio e promover ligagdes entre as
microfibrilas da parede celular através de pontes
de cdlcio, limitando a extensibilidade da parede.
Por isso, nio se observou um aumento na taxa de
vitrificagdo & maior dose de CaCl, por ocasido da
queda da atividade da peroxidase nesta ultima dose.

Esperava-se que a cinética enzimdtica
fosse linear ao longo dos tratamentos, porém, para
a maior dose de cédicio onde 90% das plantas
desenvolveram-se sem vitrificagdo, ocorreu uma
sensivel queda na atividade da peroxidase.

De acordo com MALAVOLTA (1980),
elevados niveis de cdlcio podem inibir a absorgio
de outros fons como o magnésio numa relagio
antagdnica. Por exceléncia, o magnésio &
considerado um importante cofator enzimdtico de
expressiva participagdo nas vias metabdlicas
primérias cruciais do desenvolvimento vegetal como
a glicdlise, Ciclo de Krebs e a vida das pentoses.
Assim, a maior dose de cdlcio poderia ter inibido a
absorgdo do Mg e o déficit desse elemento ter
reduzido a atividade do Ciclo de Krebs que além
de ser fonte de energia, tem ainda a fungio de
fornecer precursores para a biossintese de protefnas,
incluindo af, a peroxidase. Mesmo assim a baixa
atividade da peroxidase na dose de 15,0 mM de
CaCl, ndo promoveu a vitrificagdo, uma vez que o
elevado nivel de cdlcio, possivelmente continuou
contribuindo para a formagio de pectato de célcio
na lamela média e liga¢Ses entre as microfibrilas
da parede através de pontes de cdlcio, limitando a
extensibilidade da parede celular.
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Se bem que o possivel déficit de Mg
na maior dose de cdlcio pudesse afetar a biossintese
de proteinas, maior dreno da glicose-6-P poderia
ser direcionado, preferencialmente a via das
pentoses, para a biossintese de precursores de
celulose e lignina. Segundo KEVERS et al. (1984)
e VIEITEZ et. al. (1985), o baixo nivel de celulose
e lignina sdo as maiores causas da vitrificagdo. Nas
doses elevadas de amodnio, a baixa atividade da per-
oxidase pode ser atribuida A retro-inibigdo da sintese
proteica e conseqiientemente da peroxidase. Mesmo
que este efeito favorega maior atividade da via das
pentoses, a baixa atividade da peroxidase constatada
seria ineficiente para realizar as ligagdes das
microfibrilas disponiveis.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condigdes
deste trabalho, permitem concluir que o baixos
niveis do regulador BAP, gel do tipo dgar, baixa
umidade nos frascos e baixos potenciais de dgua
podem reduzir consideravelmente a vitrificagéo,
comprometendo, entretanto, a taxa de propagagio
e crescimento das plintulas. Fatores nutricionais
como baixos niveis amoniacal e elevados niveis de
cdlcio, demonstraram ser inibitérios da vitrificagdo.
As alteragdes celulares observadas parecem estar
sob agdo direta da peroxidase e tratamentos que
estimulam a sua atividade deve contornar o
problema.

Deste modo, os resuitados permitiram
estabelecer um protocolo para a micropropagagio
do cravo, para controle da vitrificagdo, constituido
de 4,5 g/l de “Gelrite” ou 8 g/l de dgar, 0,5 mg/]
de ANA, 0,05 mg/l de BAP, doscs normais das
solu¢Bes salinas do meio MS e vedagdo do tipo
tampas de algodio para cultura de édpices
meristemdticos. Para a fase de multiplicagdo, este
protocolo deve ser alterado para 0,5 mg/l de BAP,
103mM deNH,NO, ¢ 12 mM de CaCl, do meio
bésico de MS.
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