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Calogénese a partir de segmentos de hipocétilo de mamona cv. BRS 149 Nordestina.
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INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa de destacada importancia
socioecondmica, pois seu 6leo, extraido pela prensagem das sementes, contém cerca de 90%
de &cido graxo ricinoléico com uma ampla gama de utilizagdo industrial. E considerada,
atualmente, uma das principais alternativas a producéo de Biodiesel no Brasil.

A formacao de calos em um explante, denominada calogénese, € uma etapa béasica para
o0 desenvolvimento de sistemas de propagacdo massiva de plantas por organogénese ou
embriogénese somatica. E Gtil também quando se deseja produzir células para manipulagées
genéticas, como hibridagdes somaticas, poliploidiza¢fes e transformacdes (Torres, 1998).

Devido a totipoténcia, protocolos para a obtencdo de plantas com base em tecidos
vegetais tém sido obtidos. Os processos pelos quais os tecidos produzem 6Orgdos vegetais
adventicios in vitro podem ocorrer direta (sem a formacgéo de calos) e indiretamente, por meio
da formacao de calos. De acordo com Alves (2004), o processo de organogénese é complexo,
em que diversos fatores atual, envolvendo interacdo entre fonte de explante, meio de cultura e
fatores do ambiente. Assim, para que 0s processos de organogénese indireta in vitro (etapa de
formacd@o de calos) ocorram as células devem passar pelos processos de desdiferenciagéo,
aquisicao da competéncia, inducao, determinacao, diferenciacéo e formacéo do 6rgao.

Os centros ativos de divisdo celular do calo, em condi¢Bes adequadas, respondem a
determinados estimulos, sofrendo diferenciagdo celular e formando 6rgdos (George, 1996).
Sendo assim, a competéncia das células-alvo é o primeiro passo para a diferenciacéo celular,
seguida da determinacdo em células competentes, quando essas se submetem a um caminho
particular de desenvolvimento geneticamente programado (George, 1996 e Torres, 2000).

Este trabalho teve como obijetivo estudar o efeito de diferentes concentra¢gbes de 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético) e de Picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) no escuro
sobre a calogénese de mamona (Ricinus communis L.) cv. BRS 149 Nordestina, como primeiro
estagio para obtencao de plantas in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do
Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG. Utilizou-se
explantes provenientes de hipocétilo com segmentos de aproximadamente 1cm, obtidos a partir
de sementes germinadas in vitro de Ricinus communis cv. BRS 149 Nordestina.

O meio de cultura bésico utilizado foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962), com sacarose a
3%, agar a 0,6% e diferentes reguladores de crescimento: 2,4-D (0,5;1,0; 2,0; 4,0 mg L1)ou
Picloram (0,5;1,0; 2,0; 4,0 mg L) e a auséncia de regulador (controle). Adicionou-se, aos
tratamentos o carvao ativado na concentracdo de 1%. O pH foi ajustado para 5,8.
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Cada explante foi colocado individualmente em tubos de ensaio (25 x 150mm) em meio
de cultura incubados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas/luz e densidade de
fluxo de fotons de 43 pmol m? s™a 25+ 2°C.

Para avaliacdo da formacdo dos calos conforme sua presenca/auséncia e extensao.
Atribui-se notas que variaram de 0 a 3 de acordo com a propor¢ao de calo sobre a area exposta
do explante (acima do meio de cultura), p. ex., 0 = sem emissao de calo, 1 = intumescimento do
explante, 2 = emissdo moderada de calos correspondendo a aproximadamente % da regido
exposta, 3 = a emissdo em 100% da area exposta.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido de 10 repeticdes.
Os resultados dos calos forma analisados pela correlacdo de Spearman, utilizando-se o teste
de Kruskall-Wallis (SAS®), obtendo-se o score médio de formacéo de calos e o peso fresco foi
analisado pela analise de variancia, utilizando-se teste de Tukey e teste de regressdo no
programa estatistico (Sisvar).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacéo ao 2,4-D utilizado foi observado um aumento da massa fresco dos calos,
com o aumento da concentracdo do regulador (Figura 1A). No entanto, conforme Figura 1B, na
presenca do Picloram houve um decréscimo na massa fresca dos calos com o aumento da
concentracdo do regulador, chegando a ter a menor formagado de massa fresca na auséncia de
quaisquer reguladores de crescimento.
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Figura 1. Média de peso fresco (g) de calos submetidos a 30 dias de cultivo em meio MS e
diferentes reguladores de crescimento: 2,4-D (T1: 0,0; T2: 0,5; T3: 1,0; T4: 2,0;
T5: 4,0 mg. L1e Picloram (T6: 0,5; T7:1,0; T8: 2,0; T9: 4,0 mg. L™). Adicionou-se
aos tratamentos o carvao ativado na concentragdo de 1%tratamentos.

Quanto a frequéncia de explantes responsivos, 0 tecido demonstrou diferentes
capacidades de desenvolver calos (p= 0,01) tanto na presenca de 2,4-D, como no uso do
Picloram, influenciada pela dosagem de cada regulador de crescimento. Observou-se a
formacdo de calos em todos os tratamentos, exceto naqueles isentos das auxinas 2,4-D
ou picloram. Estes dados concordam com Grattapaglia & Machado (1990) que relatam a
indugdo da calogénese em meio com altas concentracdes de auxinas, sendo 2,4-D um
dos reguladores de crescimento mais eficazes na inducdo de calos (Ammirato, 1983).

Considerando a proporcdo de recobrimento entre os diferentes tecidos testados,
ndo foram significativas entre os tratamentos T3, T4 e T5 com o uso de 2,4-D como
regulador de crescimento, diferindo do controle (auséncia do regulador) e dos demais
tratamentos, aos 30 e 60 dias de cultivo. Quanto a dosagem de Picloram houve diferenca
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significativa entre o controle (T1) e os tratamentos com a presenca deste regulador de
crescimento (T6, T7, T8 e T9) (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 Escore da proporcéo de formacao de calos submetidos a 30 dias de cultivo em
MS acrescidos de 2,4-D 2,4-D (T1: 0,0; T2: 0,5; T3: 1.0; T4: 2,0; T5: 4,0 mg. L’
! ou Picloram (T6: 0,5; T7:1,0; T8: 2,0; T9: 4,0 mg. L™). As médias diferiram
entre si ao nivel de 1%.
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Figura 3.Escore da proporcédo de formacéo de calos submetidos a 60 dias de cultivo em
MS acrescidos de 2,4-D 2,4-D (T1: 0,0; T2: 0,5; T3: 1,0; T4: 2,0; T5: 4,0 mg L™
ou Picloram (T6: 0,5; T7:1,0; T8: 2,0; T9: 4,0 mg L™). As médias diferiram entre
si ao nivel de 1%.

Na Figura 4 aspectos da formagdo de calos com destaque nas diferentes

coloracdes apresentadas calos amarelo, amarelo translicido e marrom, respectivamente
recobrindo a superficie do explante.

790



16° Congresso Brasileiro de Floricultura e Plantas Ornamentais / 3° Congresso Brasileiro de Cultura de Tecidos de Plantas / 1° Simpdésio de Plantas Ornamentais Nativas

Figura 4. Aspectos da coloracdo dos calos formados em diferentes meio de cultivo. A:
calo amarelo em meio MS acrescido de 1mg.L™* 2,4-D (T7), com 60 dias de
cultivo. B: calo amarelo translicido em meio MS acrescido de 4mg L™ (T5),
com 60 dias de cultivo. C: calo marrom em meio MS acrescido de 4,0 mg L™
(T9), com 60 dias de cultivo.

CONCLUSOES

Para indugdo de calogénese a partir de segmentos do hipocoétilo em mamona
(Ricinus communis L. BRS 149), o meio de cultivo MS acrescido de 2,4-D, como
regulador de crescimento, é superior ao Picloram.
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