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Influéncia do calcio sobre o alongamento caulinar de plantas de
Acanthostachys strobilacea (Schult. f.) Link, Klotzsch & Otto cultivadas
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Resumo: Nas espécies que formam uma roseta
compacta, como em  Bromeliaceae, o
alongamento do entrend é quase inteiramente
inibido durante o desenvolvimento normal.
Contudo, em certas condi¢cbes de cultivo, o
alongamento do caule pode ser observado, como
na bromélia Acanthostachys strobilacea. Tem
sido reportado que o calcio pode influenciar o
alongamento caulinar e sua influéncia pode ser
investigada com o uso de lonomicina e EGTA
((etileno-glicol-bis (éter B-aminoetil) - N, N, N', N'
- tetra-acético), pois ambas as substancias
influenciam as concentragdes intracelular do ion,
podendo alterar alguns aspectos do crescimento
e desenvolvimento das plantas. Este trabalho
tem por objetivo verificar o papel do calcio sobre
o desenvolvimento de plantas de A. strobilacea
cultivadas na condicdo indutora de alongamento
caulinar. Segmentos nodais da espécie foram
cultivados in vitro em meio nutritivo contendo
0,1,1e10uM de e 1,0 e 10,0 MM de EGTA além
de um tratamento controle sem adicdo destas
substancias. Os explantes permaneceram por 3
meses sob temperatura de 20 °C e fotoperiodo
de 12 h. Os resultados mostraram que plantas
originarias do desenvolvimento da gema lateral,
cultivadas em meio contendo ionomicina ndo
apresentaram alongamento do eixo caulinar, e o
EGTA promoveu o alongamento caulinar de A.
strobilacea, portanto, pode-se inferir que a
possivel redugdo da concentragdo do cdlcio
intracelular promovido pelo EGTA alterou o
padrdo de crescimento caulinar de A. strobilacea,
permitindo que o mesmo se alongasse, sendo
assim, o uso destas substancias viabilizam os
estudos da influéncia do cdlcio neste aspecto do
crescimento de A. strobilacea.

Palavras-Chave: Bromeliaceae, ionomicina, EGTA
€ micropropagacao.
INTRODUGCAO

Nas espécies que formam uma roseta

compacta, como em Bromeliaceae, o alongamento
do entrend é quase inteiramente inibido durante o
desenvolvimento normal (Tsukaya 2005). Contudo,
em certas condi¢Oes de cultivo, o alongamento pode
ocorrer, evidenciando os segmentos nodais com
aumento da distancia dos entrends, conforme
observado para Acanthostachys strobilacea (Schult.
f.) Link, Klotzsch & Otto (Santos et al. 2010). Essa
espécie é epifita ou saxicola pertencente a subfamilia
Bromelioideae.

A inibicdo do alongamento caulinar pode ser
resultado tanto da inibicdo da expansdo quanto da
divisdo celular (Sachs 1965). De acordo com Bennet-
Clark (1956), o calcio exerce um papel fundamental
nesta resposta da planta, uma vez que a alteracdo da
concentracdo intracelular pode resultar tanto na
inibicio do crescimento da parte aérea quanto no
alongamento de células e tecidos. Estas respostas
podem estar relacionadas ao papel sinalizador do
calcio em eventos de desenvolvimento vegetal, e
também como de constituinte celular, uma vez que
este ion pode ser componente da lamela média das
paredes celulares, cofator enzimatico, estar
envolvido na permeabilidade de membrana e ainda
por sua ag¢do como mensageiro secunddrio na
transducdo de sinais (Evert & Eichhorn 2014).

A concentragdo de cdlcio no citoplasma da
célula é mantido baixo, varia entre 100-200 nM,
contudo, a concentracdo de cdlcio na parede celular
e nas organelas sdo na ordem de milimolar (Reddy
2001). Avaliagdo do papel do calcio tem sido
investigada com uso da ionomicina que é um
antibidtico capaz de extrair ions a partir de uma fase
aquosa para uma fase organica, e também atua
como transportador desse cation através de uma
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barreira de solvente com grande afinidade pelo
calcio (Liu & Hermann 1978), e tem por finalidade
estimular a liberacdo do calcio presentes nas
organelas celulares aumentando os niveis deste
ion no citosol. O EGTA (acido etilenoglicol- bis(-
aminoetileter)- tetraacético), atua como quelante
do ion calcio, uma vez ligado ao ion, impede sua
acdo, este quelante pode remover o calcio ligado
a parede celular (Hepler & Wayne 1985),
tornando-a mais plastica, ou seja, estas duas
substancias podem provocar respostas
antagbnicas durante o crescimento e
desenvolvimento vegetal. Diversos trabalhos
utilizam a ionomicina e o EGTA para investigar o
papel do cdlcio em diversos aspectos do
crescimento e desenvolvimento de plantas
(Morgan & Jacob, 1994; Taybi & Cushman, 1999;
Pang et al. 2007; Nomura et al. 2014).

Este trabalho tem por objetivo verificar o
papel do célcio sobre o desenvolvimento de
plantas de A strobilacea cultivadas in vitro na
condicdo indutora de alongamento caulinar.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizados segmentos
nodais obtidos do cultivo in vitro de sementes de
plantas de Acanthostachys strobilacea alongadas
in vitro (Santos et al. 2010), coletadas de matrizes
localizadas na Reserva Bioldgica e Estacdo
Experimental de Mogi-Guacu, SP (22°15'04.2" S e
47°09'56.8" W) e armazenadas a 10 °C, no
Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo de
Pesquisa em Planta Ornamentais (NPPO), do
Instituto de Botanica. Foram utilizados 8 frascos
de 250 ml contendo 40 ml de meio de Murashige
& Skoog (1962), com macronutrientes reduzidos
a um quinto da concentracdo original (MS/5)
adicionado de 0,1, 1 e 10 puM de ionomicina
(iondéforo de calcio) e 1,0 e 10,0 mM de EGTA
(etileno-glicol-bis (éter B-aminoetil) - N, N, N', N' -
tetra-acético), estas substancias foram
preparadas em agua destilada, sendo em seguida
filtradas em membrana de acetato de celulose
(0,45 um diametro dos poros), antes de serem
adicionadas ao meio de cultura previamente
esterilizado. Em cada frasco foram depositados 6
nos totalizando 48 explantes por tratamento (6
por frasco). Os ndés de todos os tratamentos
foram mantidos em camaras de germinacdo
ajustadas nas temperaturas de 20 °C, fotoperiodo
de 12 horas e intensidade luminosa de 30 umol
m-2 s-!, por um periodo de 3 meses, em seguida
foram quantificados os numeros de nds e o
comprimento do entrend das plantas.
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Andlise estatistica

As médias obtidas foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) fator Unico. Para comparagdo
entre as médias, foi aplicado teste de Tukey com
nivel de significancia de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds 90 dias de cultivo in vitro, os resultados
mostraram que o cdlcio pode influenciar no
alongamento caulinar de plantas A. strobilacea,
guando mantidas sob temperatura de 20 °C. A figura
1 mostra que na presenca de ionomicina no meio de
cultura as plantas ndao apresentaram diferencas
significativas no numero de nés quando comparadas
com as plantas controle, este resultado mostra que
um aumento na concentragdo de cdlcio no
protoplasma celular ndo induz alongamento caulinar
de A. strobilacea quando cultivada in vitro nas

concentragbes de ionomicina utilizadas neste
trabalho, a influéncia desta substincia no
crescimento e desenvolvimento de plantas

possivelmente poderd ser detectada se alterada as
concentragdes utilizadas nos tratamentos. Contudo,
na presenca de EGTA as plantas apresentaram em
média 2 e 4 unidades de nds (1 e 10 nM de EGTA,
respectivamente).

N w S (O]
L L y

numero de noés (un.plantp

a
b
C C C C I

control 0,1 uM 1uM 10pM  1nM EGTA 10nM EGTA
ionomicina ionomicina ionomicina

o

Figura 1. Niumero de nés quantificados no eixo
caulinar de A. strobilacea cultivadas in vitro em meio
nutritivo contendo 0,1; 1,0 e 10 uM de ionomicina e
1 e 10 nM de EGTA e um meio controle contendo
somente MS/5.

Este resultado pode estar relacionado ao fato de
qgue na parede celular o célcio desempenha um papel
fundamental na ligacdo cruzada de residuos de
pectina acida, assim, baixa concentracdo de célcio
deve tornar a parede celular mais flexivel, facilitando
o alongamento celular, enquanto altas
concentragdes devem enrijecer a parede e torna-la



212 Reuniao Anual do Instituto de Botanica

menos plastica (Wyn & Lunt 1967; Burstrom
1968), dificultando o alongamento. E o EGTA
pode ter atuado removendo o cdlcio da parede
celular.  Tornando-a mais suscetivel ao
alongamento.

A figura 2 mostra que o numero de nods
observados nos tratamentos com EGTA foi
acompanhado de um alongamento do entrend
do eixo caulinar de plantas de A. strobilacea
cultivadas in vitro.
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Figura 2. Comprimento do entrend do eixo
caulinar de A. strobilacea cultivadas in vitro em
meio nutritivo contendo 0,1; 1,0 e 10 uM de
ionomicina e 1 e 10 nM de EGTA e um meio
controle contendo somente MS/5.

A presenga de EGTA no meio nutritivo induziu
o alongamento do entrené em com 0,23 e 0,54
cm de comprimento (1 e 10 nM
respectivamente).

Outros autores verificaram o efeito do EGTA
no alongamento de estruturas vegetais. Moll &
Jones (1981) observaram que a adicdo de EGTA
aumenta a taxa de crescimento de segmentos de
hipocétilos isolados na auséncia de 4cido
giberélico no mesmo nivel de crescimento
induzido pelo fitorregulador, esses autores
afirmam que a diminui¢do deste cation divalente
em niveis menores que o normal para a célula
promove rapidamente o crescimento de
hipocétilo de Lactuca sativa L. A rapida resposta
de crescimento na presenca deste quelante
indica a capacidade da substancia de remover o
calcio da parede celular.

CONCLUSOES
O calcio é um ion relacionado ao aspecto
alongado das plantas de A. strobilacea.
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O EGTA pode ser utilizado na investigacdo da
influéncia do calcio no alongamento do eixo caulinar
de A. strobilacea cultivada in vitro a 20°C.

Para investigar o efeito da ionomicina no
crescimento e desenvolvimento de plantas, outras
concentragOes deverdo ser testadas em trabalhos
posteriores.
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