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INDUCAO DE CALOSEM ERVA-DE-TOURO (Tridax procumbensL..)
UTILIZANDO DIFERENTES REGULADORES DE
CRESCIMENTO E TIPOS DE EXPLANTES!

RESUMO - Os trabal hos foram conduzidos com o intui-
to de definir o melhor regulador de crescimento e tipo de
explante parainducdo de calosem Tridax procumbensL.
Foram utilizados segmentos foliares e caulinares cultiva-
dos in vivo e in vitro. As folhas e caules oriundos de
plantas-matrizes cultivadas em casa-de-vegetacdo foram
desinfestadas em & cool 70% por 30 segundos e imersas
em hipoclorito de sodio comercial a 30%, sob agitacéo
por 10 minutos. Posteriormente, foram lavadas por cinco
vezes em &gua destilada e, autoclavada e, entdo, excisa-
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das e inoculadas em meio de cultura em camara de fluxo
laminar. Os segmentos foram cultivados em meio de cul-
tura Murashige & Skoog (MS) com 3% de sacarose,
0,6% de agar e pH 5,7 suplementado com 1,0; 2,0 e
4,0mg/L de 2,4-D; AIB ou ANA acrescidos de 2,0mg/L
de BAP, na presenga de luz. Segmentos foliares foram
mais eficientes que segmentos caulinares para a forma-
¢80 de calos, e o regulador de crescimento ANA nacon-
centragdo de 2,0mg/L proporcionou melhor indugdo de
calos, com maiores pesos de matéria seca e fresca.

TERMOSPARA INDEXACAO: Tridax procumbensL., plantamedicinal, cultura de tecidos, cal ogénese.

INDUCTION OF CALLUSIN HERB-OF-BULL (Tridax procumbensL.)
USING DIFFERENT GROWTH REGULATOR
AND TYPES OF EXPLANTS

ABSTRACT - The work was conducted with the
purpose of defining the best growth regulator and
source of explant for callus induction in Tridax
procumbens L. Leaf ssgments and stem nodal segments
grown both in vitro and in vivo, were used as explants.
The leaves from donor plants grown in greenhouse were
disinfested in 70% alcohol for 30 seconds and immersed
in 30% commercia sodium hypochloride under stirring
for 10 minutes. Afterwards, the explants were washed

five times in distilled and autoclaved water under sterile
conditions, excised and inoculated in MS culture
medium. Explants were cultured in Murashige & Skoog
(MS) medium with 3% of sucrose, 0.6% agar and pH 5.7
supplemented with 1.0; 2.0 and 4.0mg/L of 2,4-D; IBA or
NAA interacted with BAP 2,0mg/L in the presence of
light. Leaf segment was more efficient for inducing
calluses in the presence of BAP 2,0mg/L + NAA
2,0mg/L.

INDEX TERMS Tridax procumbensL., medicinal plants, tissue culture, calluses.
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INTRODUCAO

Tridax procumbens € uma planta herbacea per-
tencente afamilia Asteraceae e conhecida popularmente
como erva-de-touro ou margaridinha. Em extratos da es-
pécie analisados fitoquimicamente, foi descrita a ocor-
réncia de vérias substancias que |he conferem atividades
medicinais.

Verma & Gupta (1988) descreveram o uso de Tri-
dax procumbensL. no tratamento de disenteria, diarréia,
e secrecOes bronquicas, além de atribuir propriedade an-
tisséptica, inseticida, antiemorragica e cicatrizante.

O crescimento de calos é desgjavel para induzir
variagdo somaclona e estudos fisioldgicos, principal-
mente quando se deseja relacionar a presenca de meta-
bolitos secundarios com o crescimento celular.

O metabolismo secundério manifesta-se em célu-
las e tecidos especificos em determinados estagios de
crescimento de plantas superiores e a expresséo desse
metabolismo esta intimamente correlacionada com o
crescimento e adiferenciacéo morfol égica de células.

Varios fatores interferem na calogénese, taiscom
o tamanho do explante, composi¢cdo do meio de cultura,
reguladores de crescimento, 6rgao fornecedor do explan-
te, idade e época do ano em que o explante é colhido e
genétipo da planta doadora.

Vé&rias espécies de plantas medicinais tém sido
submetidas a experimentos de inducéo de calos utilizan-
do reguladores de crescimento (Lameira et al., 1994;
Becker, 1997; Abreu, 1998; Lameira, 1997; Kajiki, 1996).
Geralmente, concentracfes semelhantes de auxina e de
citocinina no meio promovem a formagdo de calos, mas
isso varia em fungado do balango hormonal de cada espé-
cie. Tisserat (1985) mostrou que a produgdo de calos
pode ser induzida apenas pela adicdo de auxina, mas a
adicdo de citocinina pode aumentar a proliferagdo do
mesmo. Porém, o uso da 2,4-D tornou-se limitada na pro-
pagacdo, por causa da possibilidade de induzir muta-
¢des, ab mesmo tempo que pode inibir a fotossintese, o
gue ndo foi descrito em outras auxinas, como a ANA,
AIB eAlA (Pierik, 1989).

Espécies da familia Asteraceae tém sido induz-
das a formagdo de calos com ajuda de reguladores de
crescimento. Duskova & Dusek (1995), utilizando raizes
e parte aérea de Leuzea carthamoides DC. (Asteraceae),
observaram que os calos de parte aérea desenvolveram-
se melhor com 0,5mg/L de AlB, obtendo-se 544% de au-
mento no peso da matéria fresca apds quatro semanas.
A cultura de calos obtida das raizes cresceram bem me-

nos, e o melhor resultado obtido foi com 1Img/L de 2,4-D
e lmg/L de BAP, com 230% no aumento do peso fresco.

Paniego & Giulietti (1994), trabalhando com a es-
pécie Artemisia annua L. (Asteraceae) em meio MS, ob-
tiveram uma melhor indugdo de calos com 4,5nM de 2,4-
D ou 54nmv de ANA. O uso de 2,0mg/L de 24-D e
2,0mg/L de BAP apresentou-se como significativo na
producdo de calos derivados de hipocétilos de Cassia
acutifolia Del. (Fabaceae-Caesalponioideae) nos traba-
Ihos de Rady & Nazif (1997).

Uma grande quantidade de calos foi obtida atra-
vés de sementes de Pinellia pedatisecta Schott. (Ara-
ceae) cultivadas em meio B5 e MS suplementados com
0,5a6,0mg/L de24-D e0,5mg/L de BA. Os calos cresce-
ram rapidamente e tiveram consisténcia fridvel. Por outro
lado, 0 meio MS suplementado com 0,1 a 4,0mg/L de
ANA e 0,5mg/L de BA influenciou nafregiiénciade dife-
renciagéo, tendo havido aumento de calos com adiminu-
icdo da concentracdo de ANA, segundo Baocheng et al.
(1995).

A inducgdo daformacé&o de calos foi alcangadaem
Rauwolfia caffra Sond. (Apocynaceae) a partir de folhas
em meio M'S usando diferentes concentractes de ANA
(0,5 a2,0mg/L) em combinagdo com BAP (0,5 a2,0mg/L)
em estudos realizados por Upadhyay et al. (1992). A me-
Ihor resposta foi obtida usando-se concentracdes de
2,0mg/L de ANA e BAP. Os calos possuiam aspecto
compacto e ligeiramente amarelo.

Calos podem ser multiplicados por sucessivas
subculturas, nantidos in vitro por longos periodos e
sdo de grande importancia para estudos morfogenéticos
in vitro e através da suspensédo de células para a obten-
¢ao de produtos secundarios, incluindo farmacos, repre-
sentando uma biotecnologia de grande interesse cienti-
fico e comercial.

Com este trabalho objetivou-se avaliar influéncia
de reguladores de crescimento na formagéo de calos pa-
raTridax procumbens

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Bi-
otecnologia do Departamento de Agricultura da Univer-
sidade Federal de Lavras, MG.

Foram utilizados segmentos foliares e caulinares
cultivados in vivo e in vitro. As folhas e caules oriun-
dos de plantas-matrizes cultivadas em casade-
vegetacdo foram desinfestadas em acool 70% por 30 se-
gundos e imersas em hipoclorito de sddio mmercia a
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30%, sob agitacéo por 10 minutos. Posteriormente, foram
lavadas por cinco vezes em &gua destilada e autoclava-
da, e, entdo, excisadas e plaqueadas em meio de cultura
em camarade fluxo laminar.

Segmentos de foliares de aproximadamente 1cn¥,
bem como segmentos internodais com 0,8cm de compri-
mento, foram excisados de plantulas estabelecidas in vi-
tro com auxilio de pinga e bisturi em camara de fluxo la-
minar. Os explantes foram cultivados em tubos de ensaio
devidro (25 x 150 mm) contendo 15mL de meio de cultura
MS, com 0,6% de &gar e 3% de sacarose. Os tratamentos
avaliados foram formados pelas combinagdes de: trés
reguladores de crescimento (2,4-D; ANA ou AIB), trés
concentragdes (1,0; 2,0 e 4,0 mg/L) de reguladores e dois
tipos de explantes (segmentos foliares e caulinares). Em
todas as combinagdes dos tratamentos, foram acrescidas
2,0 mg/L de BAP. O pH dos meios foi gjustado para
5,7+0,1 antes da autoclavagem a 121°C por 15 minutos.
Os tubos de ensaio foram vedados com tampapléasticae
selados com parafilme.

Apobs a inoculagdo, os tubos de ensaio foram
mantidos em sala de crescimento sob temperatura de
26°C+1 na presenca de luz, sendo o fotoperiodo de 16
horas de luz sob 25 nmol.m?s™* deirradiancia.

O delineamento experimental utilizado foi o intei-
ramente casualizado (DIC), com cinco repeticdes, com
cada parcela composta por quatro tubos, sendo os tra-
tamentos dispostos em esquema fatorial 3x3x2 (trés regu-
ladores, trés concentragdes e dois tipos de explantes. Os
dados obtidos foram submetidos & analise de variancia,
e, quando houve efeito significativo de reguladores, es-
ses foram comparados pelo teste de Tukey (5%); para
concentracOes, foi usada andlise de regressdo, e para
tipos de explantes, o teste F.

Aos 30 dias apés ainstalagdo do experimento,
avaliaram-se a porcentagem de &rea coberta com calos,
coloragdo e 0 peso da matéria fresca e seca dos calos
formados. A areados explantes coberta com calos foi es-
timada por trés avaliadores e os explantes foram classifi-
cados como tendo 25; 50; 75 ou 100% da érea coberta
com calos. A coloragdo dos calos foi classificada em
verde claro, verde-escuro, amarel o ou marrom.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Houve formagéo de calos quando segmentos fo-
liares e caulinares foram inoculados em meio M'S suple-
mentado com reguladores de crescimento do grupo au-

xina (24-D, AIB e ANA) e em presenca de BAP, ndo ha-
vendo formagédo de calos na auséncia de reguladores de
crescimento (S/RC). O melhor tratamento paraainducéo
de calos nos segmentos foliares foi quando se adiciona-
ram 2,0mg/L de ANA+2,0mg/L de BAP, resultando em
100% de érea coberta com calos (Figura 1). Segmentos
foliares cultivados em meios com concentracdes de
1,0mg/L de ANA, AIB ou 2,4-D; 2,0mg/L de 2,4-D ou
AlIB e 4,0mg/L de AIB ou ANA, apresentaram apenas
25% de area coberta com calos. A concentracéo de
4,0mg/L de 2,4-D ndo promoveu o desenvolvimento de
cal os nos segmentos foliares.

O melhor resultado para segmentos caulinares foi
obtido com 1,0 mg/L de ANA + 2,0mg/L de BAP, o qual
proporcionou 75% de area coberta do explante com ca-
los, seguido por 2,0mg/L de AIB e 4,0mg/L de ANA com
50%. As concentragdes 1,0 e 2,0mg/L de 2,4-D, 2,0mg/L
de ANA e 4,0mg/L de AIB obtiveram apenas 25% de &-
rea coberta. Nao ocorreu formagao de calos com 1,0mg/L
deAIB e4,0mg/L de2,4-D (Figu-rasle?2).

O melhor resultado para o peso da matéria fresca
dos calos formados em segmentos foliares foi obtido
com ANA na concentragdo de 2,0mg/L + 2,0mg/L de
BAP (Tabela 1 e Figura3). Nos reguladores AIB e 2,4-D,
houve uma tendéncia de decréscimo na matéria fresca
dos calos com o incremento das concentragdes. Naseem
& Jha (1994), trabalhando no estabelecimento de calos
com segmentos foliares de Cleome viscosa L. (Cappari-
daceae), também encontraram que 2,0mg/L de ANA e
2,0mg/L BAP proporcionaram maior indugéo de calos
nessa espécie medicinal. O 2,4-D normamente € um re-
gulador de crescimento mais empregado parainducdo de
calos. Nessa espécie, 0 2,4-D, nas concentragdes usa-
das, mostrou-se menos eficiente naindugdo de biomassa
frescaem explantesfoliares e caulinares (Tabela 1, Figu-
ra3ed).

O peso da matéria fresca dos calos formados a
partir de segmentos caulinares foi maior com a concen-
tracdo de 2,0mg/L de AIB + 2,0mg/L de BAP (Tabela 1).
A inducdo de calos ndo s6 dependeu do regulador de
crescimento, mas da interacdo entre o explante e o regu-
lador de crescimento. Com essa espécie, 0 melhor ganho
de biomassa fresca com segmento foliar foi obtido com o
ANA, e no segmento caulinar foi obtido com AIB (Figu-
ras 3 e 4), com valores méximos estimados de 1,48g, na
concentragcdo de 2,27mg/L de ANA, e de 0,62g, na con-
centracdo de 2,05mg/L de AIB.
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FIGURA 1 — Porcentagem da area coberta com calos formados a partir de segmentos foliares e caulinares de Tridax
procumbens submetidos a diferentes concentraces de 2,4-D, AlB ou ANA acrescidos de BAP (2mg/L).
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FIGURA 2 — Segmentos foliares e caulinares de Tridax procumbens avaliados aos 30 dias, em diferentes concentra-
¢Oesde 2,4-D, ANA ou AlIB, interagindo de 2mg/L de BAP e sem regulador de crescimento (S'RC).

TABELA 1-Valores médios de peso de matéria fresca dos calos formados a partir de segmentos foliares e caulinares
de Tridax procumbens submetidos a diferentes concentracdes de 2,4-D, AIB ou ANA acrescidos de BAP.

Explante Regulaer de Cres- Concentragdo (Mg/L) Média
cimento 1,0 2,0 4,0

24-D 0468 c 0215 c¢ 0211 c 0,298 c

Folha AlB 1098a 0865 b 0,804 b 0922 b
ANA 0,707 b 1431a 1110a 1,083a

24D 019 b 0103 b 0211a 0171 b

Caule AlIB 0,287 ab 0613 a 0,335a 0412 a
ANA 0,407 a 0185 b 0,345a 0312a

M édias seguidas por letras difer entes nas colunas, em cada explante, diferem entre s pelotestede Tukey (5%).

X 24D ® AIB A ANA
y= 0.1125x% - 0.63x + 0.97 y= 0.086x° - 0.491x + 1.503 y= -0.71x% + 3.23x - 2.19

—_— RP=1 R=1 R=1
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FIGURA 3 — Peso de matéria fresca dos cal os formados a partir de segmentos foliares de Tridax procumbensem fun-
¢ao das concentragOes dos reguladores 2,4-D, AIB ou ANA acrescidos com BAP.
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FIGURA 4 — Peso de matéria fresca dos calos formados a partir de segmentos caulinares de Tridax procumbensem
fungéo das concentragfes dos reguladores 2,4-D, AIB ou ANA acrescidos com BAP.

Calos formados a partir de segmentos foliares
produziram maiores pesos de matéria fresca e seca que
calos originados de segmentos de caule (Tabelas 1 e 2).
Os maiores pesos de matéria seca de calos formados em
segmentos foliares foram obtidos com 1,0mg/L de AIB e
também por 2,0mg/L de ANA ede AIB (Tabela2 e Figura
5). Em segmentos caulinares, 0 maior peso foi obtido
com 2,0mg/L de AIB (Tabela 2, Figura6).

A maioria dos tratamentos formou calos fridveis,
excetuando-se o tratamento com AIB, que formou calos
de consisténcia um pouco compacta. Notou-se também
que & medida que foi aumentada a concentracdo de 2,4-
D, aguns calos mostraram inicio de necrose, sugerindo
toxidez.

A coloragéo e a consisténcia de calos dependeu
tanto da concentragdo como do tipo de regulador de
crescimento usado no meio de cultura. O tipo de regula-
dor de crescimento também influencia na concentragéo
dos metabdlitos secundarios (Subroto & Doran, 1994).

Calos formados a partir de segmentos foliares ou
caulinares produziram coloragdo semelhante. Em presen-
cade AlB, os calos apresentaram coloragdo amarelada, e
colorag&o verde-escuraem presenca de ANA. Naseem &
Jha (1994), trabalhando com Cleome viscosa L., usando
ANA e BAP na concentrag@o (2mg/L), observaram ca-
los de coloragdo verde-escura. O uso do 2,4-D resultou
na producéo de cal os de cor verde-escura em segmentos
caulinares, e de cor amarela, em segmentos foliares (Ta-
bela 3).

TABELA 2 —Valores médios para peso de matéria seca dos calos formados a partir de segmentos foliares e caulina-
res de Tridax procumbens submetidos a diferentes concentragdes de 2,4-D, AIB ou ANA acrescidos de BAP.

Ciénc. agrotec., Lavras, v.26, n.2, p.301-308, mar./abr., 2002



Regulador

Concentracéo (mg/L)

Explante ) Média
Crescimento 1,0 20 4,0

24-D 0,029 c 0019 b 0017 c 0022 b

Folha AlIB 0,088 a 0,070a 0059 b 0,072a
ANA 0054 b 0,083 a 0,073a 0,070a

24-D 0,024 a 0019 b 0017 b 0020 b

Caule AlB 0034 a 0,062 a 0,038a 0045a
ANA 0,035a 0,016 b 0024 b 0025 b

M édias seguidas por letras difer entes nas colunas, em cada explante, diferem entre s pelotestede Tukey (5%).

FIGURA 5 — Peso da matéria seca dos cal os formados a partir de segmentos foliares de Tridax procumbens submeti-
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dos adiferentes concentragfes de 2,4-D, AIB ou ANA acrescidos com BAP.
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FIGURA 6 — Peso da matéria seca dos calos formados a partir de segmentos caulinares de Tridax procumbenssub-
metidos a diferentes concentracdes de 2,4-D, AIB ou ANA acrescidos com BAP.

TABELA 3 — Cores dos calos formados a partir de segmentos foliares e caulinares de Tridax procumbens submeti-
dos adiferentes concentragfes de 2,4- D, AIB ou ANA acrescidos de BAP.

Explante Regulador de Concentragao (mg/L)

Ciénc. agrotec., Lavras, v.26, n.2, p.301-308, mar./abr., 2002
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cimento 1,0 20 4,0

24-D Verde escuro Verde escuro Verde escuro
Caule AlIB Amarelo Amarelo Amaredo

ANA Amardo Verde escuro Verde escuro

24-D Verde escuro Amarelo Amarelo
Folha AlIB Amarelo Amarelo Verde escuro

ANA Verde escuro Verde escuro Verde escuro

CONCLUSDES cola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universi-

d) Para a obtencd@o de calos em Tridax Procum:
bens, faz-se necessario o0 uso de reguladores de cresc-
mento;

b) Segmento foliar apresentou relhor formagédo
de calos que segmento caulinar, sendo considerado um
explante satisfatério para a indugéo de calos em Tridax
Procumbens
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