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Inducao de calos in vitro em diferentes explantes de parica.
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INTRODUCAO

O Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (parica)
ocorre na Amazénia brasileira, venezuelana, colombiana, peruana e boliviana. No Brasil, €
encontrado nos estados do Amazonas, Para, Mato Grosso e Rondbnia, em solos argilosos
de florestas priméarias e secundarias, tanto em terra firme quanto em varzea alta (Sousa et
al., 2005), é uma espécie de grande interesse econdmico, principalmente em relacdo a
producéo de Iaminas para compensados.

Na literatura, ha poucas informacdes a respeito da aplicacdo da cultura de tecidos no
parica, e nos estudos da micropropagacdo in vitro da espécie, tem-se esbarrado na
dificuldade de estabelecimento de um protocolo dessa cultura, em funcéo de ainda néo ter
sido possivel obter uma taxa de enraizamento satisfatorio. Porém, observa-se a presenca
constante de calos, 0 que sugere estudos acerca dos mesmos, de forma a aproveitar a
potencialidade de regeneracdo dessas estruturas.

Uma das respostas mais comuns induzida em um tecido cultivado in vitro é a
formacdo de calo, que é caracterizado por uma massa de células ndo diferenciada, de
proliferacdo continua e desordenada (Handro & Floh, 1990), que se desenvolve como
resposta a alguma lesdo quimica ou fisica (Paiva Neto, 1996).

A producdo de calos depende de um balanco adequado de reguladores de
crescimento (geralmente auxinas e citocininas) no meio de cultura. Porém este balanco
varia grandemente com relac@o ao tipo de explante, tais como folhas, anteras, segmentos
nodais, raizes, rizomas, etc., e a espécie com a qual se esta trabalhando (Santos, 1998).
Tisserat (1985) verificou que a producdo de calos pode ser induzida apenas pela adicdo de
auxina, contudo ocorreu o aumento da proliferagdo destes quando se adicionou citocinina ao
meio nutritivo.

A escolha do explante é um dos fatores mais importantes para a inducdo de calos
sendo que praticamente qualquer parte da planta, pode ser utilizada como explante, mas
Pierik (1990) recomenda utilizar aqueles que contenham maior propor¢do de tecido
meristematico ou que apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia. O objetivo
do trabalho foi estudar o processo de inducdo de calos in vitro em diferentes explantes de
parica, a partir da interacao entre 2,4-D e BAP.

MATERIAL E METODOS

Como fontes de explante foram utilizadas plantulas germinadas in vitro com 20 dias
de cultivo. Os tratamentos testados foram constituidos de 3 combinagfes de 2,4-D e BAP (O,
1 e 2 mg.L") e 4 fontes de explante (segmento apical — SA; segmento nodal — SN; segmento
intercotiledonar — Sl e segmento cotiledonar — SC) .

Os segmentos apical e nodal, ambos medindo em torno de 0,5 cm e segmento
intercotiledonar de aproximadamente 1,0 cm foram inoculados na posicdo horizontal,
enquanto que segmentos cotiledonares de 0,5 cm? foram inoculados com a superficie
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abaxial voltada para o meio de cultivo. Todos os explantes foram inoculados em frascos
contendo 40 mL de meio de cultura basico MS (Murashige & Skoog, 1962) com as
concentracdes de NH;NO; e Fe-EDTA reduzidas a metade (demais componentes em suas
concentracdes normais), sacarose 3%, agar 0,6%, pH 5,8, e suplementado com o
antioxidante &cido citrico 0,1%, na presenca ou auséncia de 2,4-D e BAP, e mantidos no
escuro em sala de crescimento sob temperatura de 24 + 1°C.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 5 x 5 (5 combinacdes de 2,4-D com BAP e 5 fontes de explante), com 5 repeticoes,
totalizando 125 unidades experimentais, sendo que cada parcela foi constituida por um
frasco contendo 3 explantes. A avaliacdo do experimento foi realizada 20 dias apés a
inoculacéo, onde se avaliou o percentual de explantes com calos; cobertura dos explantes
por calos, levando em consideracdo as seguintes notas: 1, 2, 3 e 4 para os explantes que
apresentavam, respectivamente, 25, 50, 75 e 100% da &rea coberta com calos; a textura,;
coloracéo e oxidacao.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e quando houve efeito
significativo, as médias foram comparadas pelo teste SNK ao nivel de 5% de probabilidade.
Os dados de percentual de explantes com calos e oxidagdo foram transformados para
arcsen (X/100)".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra que na auséncia de reguladores de crescimento, ndo houve
resposta calogénica em segmentos cotiledonares de parica, mostrando que esses explantes
nao possuem concentracdes suficientes de fitormdnios enddgenos para inducéo de calos, e
também pelo fato de conter maior nimero de células ja diferenciadas, em relacdo aos
demais explantes que contém maior atividade meristematica.

Observou-se que quando ndo houve suplementacdo com 2,4-D e BAP, segmentos
apicais e nodais apresentaram maior percentual de explantes com calos, com 83,4 e 91,1%,
respectivamente, em relagdo aos tratamentos em que houve adicdo desses reguladores de
crescimento ao meio de cultivo. Tal fato demonstra que as concentracdes de 2,4-D e BAP
estudadas neste trabalho ocasionaram um desbalangco hormonal nesses explantes,
reduzindo a resposta calogénica. Ao contrario do observado neste estudo, Rahim et al.
(2003) observaram que na auséncia de reguladores de crescimento, nao houve formacéao de
calos segmentos nodais de eucalipto (Eucalyptus camaldulensis).

Para segmentos intercotiledonares, ndo foi verificada diferenca significativa entre as
interacbes de 2,4-D e BAP e a auséncia destes, enquanto que para segmentos
cotiledonares, sé houve calogénese na presenca de reguladores de crescimento. Em
relacdo as diferencas entre os explantes, foi observado que segmentos apicais, nodais e
intercotiledonares, ndo diferiram estatisticamente entre si na auséncia de reguladores de
crescimento, enquanto que nos demais tratamentos, segmentos intercotiledonares e
cotiledonares apresentaram maior percentual de explantes com calos em relacdo aos
segmentos apicais e nodais (Tabela 1).

Tabela 1. Calogénese em diferentes fontes de explante de paricA em presenca de 2,4-D e

BAP.
2,4-D + BAP SA SN SIC SC
(mg.L™h %
0+0 83,4 aA 91,1 aA 91,7 aA 0,0 bB
2+1 13,4 cB 38,2 bB 100,0 aA 100,0 aA
1+2 23,6 bB 33,8 bB 100,0 aA 91,7 aA

Médias seguidas por letras distintas entre si comparam: mindsculas, as combinacdes de 2,4-D e BAP; e mailsculas, as fontes
de explante (SA — segmento apical; SN — segmento nodal; SIC — segmento intercotiledonar; SF — segmento foliar e SC —
segmento cotiledonar), ao nivel de 5% pelo Teste SNK.
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Trabalhando com a mesma espécie, Cordeiro et al. (2003) verificaram que o melhor
comportamento dos explantes caulinares de parica foi observado na presenca de 1,5 mg.L™
de BAP com 1 mg.L™" de AIB e 1 mg.L™" de KIN com 1 mg.L™ de AIB, apresentando 90 % e
75 % de formacao de calos, respectivamente.

Na auséncia de reguladores de crescimento, o percentual de cobertura por calos em
segmentos apicais, nodais e intercotiledonares néo apresentou diferenca significativa entre
si, enquanto que em segmentos cotiledonares ndo houve formacédo de calos, conforme é
apresentado na Tabela 2.

Em segmentos apicais, a maior cobertura por calos ocorreu na auséncia de 2,4-D e
BAP, enquanto que para segmentos nodais, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos empregados. Verificou-se ainda que, mesmo ndo tendo ocorrido diferenca
significativa entre os segmentos intercotiledonares cultivados nos diferentes meios de
cultivo, conforme foi mostrado na Tabela 1, o maior percentual de cobertura por calos
ocorreu na presenca de 2,4-D e BAP, sendo que esse explante apresentou maior percentual
de cobertura por calos em relacdo aos demais explantes (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de cobertura por calos em diferentes fontes de explantes de parica na
presenca de 2,4-D e BAP.

2,4-D + BAP SA SN sSIC e
(mg.LY) %
0+0 30,0 aA 33,8 aA 36,9 bA 0,0 bB
2+1 7,60 bC 19,1 aBC 65,0 aA 40,1 aB
1+2 13,4 bC 19,7 aC 73,2 aA 33,1aB

Médias seguidas por letras distintas entre si comparam: mindsculas, as combinagdes de 2,4-D e BAP; e mailsculas, as fontes
de explante (SA — segmento apical; SN — segmento nodal; SIC — segmento intercotiledonar; SF — segmento foliar e SC —
segmento cotiledonar), ao nivel de 5% pelo Teste SNK.

Na pesquisa realizada por Azevedo (2003) com explantes foliares de copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.), a maxima producédo de calos foi obtida utilizando-se 2 mg.L™
de 2,4-D e 1 mg.L™ de BAP. Nos trabalhos de Rady e Nazif (1997), verificou-se que 0 uso
de 2 mg.L" de 2,4-D e 2 mg.L" de BAP foi significativo na producéo de calos em sene
(Cassia acutifolia), e Goleniowski et al. (1992) observaram uma influéncia positiva do BAP
associado ao 2,4-D na producdo de calos em Ambrosia tenuifolia. Bhau e Wakhlu (2001)
constataram que segmentos foliares foram os melhores tipos de explantes usados para
inducdo de calos em amoreira (Morus alba), e que a melhor resposta calogénica foi obtida
na presenca de 1 mg.L™" de 2,4-D e 0,5 mg.L* de BAP, com 95 a 100% de formacdo de
calos.

De acordo com analise visual, os calos formados apresentaram coloracdo bege e
textura fridvel, com excecdo de segmentos cotiledonares, que apresentaram variacdes entre
bege claro de textura friavel (Figura 1A) e branco com aspecto compacto (Figura 1B).

Figura 1. Formacao de calos em segmentos cotiledonares de parica cultivados em meio MS
adicionados de 2,4-D e BAP, de coloracdo bege e aspecto fridvel (A) e brancos de textura
compacta (B).
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Observou-se que houve mais oxidagdo nos explantes inoculados em meio MS sem
adicdo de reguladores de crescimento, apesar de ter sido bastante freqiente nos demais
tratamentos, dificultando o subcultivo dos mesmos. Por sua vez, Cordeiro et al. (2003)
verificaram que os tratamentos sem regulador de crescimento apresentaram o0 menor
percentual de oxidacdo em explantes de paricd, e a medida que aumentava a concentracao
do regulador, maior era a oxidacéo.

CONCLUSOES

Na auséncia de regulador de crescimento ndo ha calogénese em segmentos
cotiledonares; e na presenca de 2,4-D e BAP ha maior cobertura por calos, sendo que
segmentos intercotiledonares sdo os explantes mais eficientes para obtencgéo de calos.
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