NOTA CIENTIFICA

Inducdo de Calogénese em Explantes de
Parapiptadenia rigida

Paula Vargas do Nascimento Kielse', Elci Terezinha Henz Franco® e Eduardo Garcia Frassetto®

Introducéo

A Parapiptadenia rigida, angico-vermelho, é uma
espécie da familia Leguminosae — Mimosoideae [1],
recomendada para o paisagismo, reposi¢do de mata ciliar
e, ainda, na recuperacao de areas degradadas [2].

No Brasil, muitas espécies florestais exoéticas e
agricolas tém sido propagadas através da tecnologia de
cultura de tecidos, porém pouco se tem estudado sobre a
micropropagagao em espécies nativas.

A propagacgdo de plantas in vitro pode ser altamente
vantajosa, em especial para a Parapiptadenia rigida, pois
0 curto periodo de viabilidade das sementes apds a
coleta, dificultado a utilizacdo desta espécie. A perda de
vigor ocorre em cerca de 120 dias, quando as sementes
sdo estocadas em condicdo ambiente [3].

Além disso, a inducdo de calos em explantes desta
espécie poderd ser utilizada para definir uma rota de
multiplicacdo pela via embriogénica ou morfogénica,
visando a sua conservacgdo, a semelhanca do que se tem
verificado com outras lenhosas [4].

A maximizagdo da produgdo de calos regenerativos
requer a consideracdo de varios fatores, como a
composicdo do meio de cultura, a escolha do tipo de
explante e as condi¢des de ambiente de cultivo.

Para a proliferacdo de calos e a inducédo de células para
qualquer rota morfogenética é necesséria a utilizacdo de
reguladores de crescimento, que atuam na retomada
mitética de tecidos diferenciados [5], modificando o
metabolismo celular quiescente em um metabolismo
ativo. Dentre as auxinas, o acido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4-D) tem sido reportado como regulador de
crescimento sintético mais adequado a inducgdo e
manutencdo de calos para as mais diversas espécies
vegetais cultivadas in vitro [6].

O objetivo do trabalho foi identificar os tipos de
explante e a concentracdo hormonal capaz de
promoverem a formacdo de calos em Parapiptadenia
rigida.

Material e métodos
O experimento foi desenvolvido no Laboratdrio de

Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de
Biologia, pertencente ao Centro de Ciéncias Naturais e

Exatas da Universidade Federal de Santa Maria.

Todas as culturas foram mantidas em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas, temperatura
de 25 + 2°C, sob luminosidade de 2.000 lux, fornecidos
por lampadas fluorescentes brancas-frias.

A. Material vegetal

Para obtencdo de plantulas fornecedoras de explantes,
sementes de Parapiptadenia rigida foram desinfestadas
em éalcool 70% por 1 minuto, seguido de imersdo em
hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo) durante 10
minutos e posteriormente submetidas a enxagiies em
agua destilada e autoclavada. Apos, as sementes foram
submersas em solugdo de Benomil® na concentracdo de
1g. L™ durante 10 minutos.

As sementes foram inoculadas em meio nutritivo Wood
Plant Medium (WPM) [7], acrescido de 20 g.L™ de
sacarose, 5 g.L™* de 4gar, sendo pH ajustado em 5,8+ 0,2.
As culturas foram mantidas em sala de crescimento por
um periodo de 60 dias.

B. Inducéo de calogénese em explantes jovens

Segmentos de raizes, hipocétilos e folhas, de
comprimento aproximado de 1 cm, além de noés
cotiledonares, regido do colo e folhas cotiledonares,
foram excisados de plantulas com 60 dias e inoculados
em meio de cultura WPM, acrescido de 20 g.L™ sacarose,
5 g.L™" de 4gar e combinacdes de 2,4-D (1 mg.L' e 5
mg.L™") com cinetina (KIN) nas concentragdes de 0,1
mg.L™ e 1 mg.L?, por um periodo de 20 dias.

Apos, os explantes foram transferidos para 0 meio de
cultura WPM, acrescido de 6 g.L ™ de 4gar, 30 g.L™ de
sacarose e suplementado de 0,01 mg.L? de &cido
naftalenoacético (ANA) com 0,01 mg.L™ de KIN, por
periodo de 60 dias (1° subcultivo) e, posteriormente,
transferidos para meios de cultura suplementados com 1
mg.L™" 6-benzilaminopurina (BAP) ou 1 mg.L™ KIN,
permanecendo nestes meios por mais 60 dias (2°
subcultivo).

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 6, com
trés repeticbes por tipo de explante. Cada repeticdo
constituiu de dois frascos, sendo cada frasco constituido
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de quatro explantes.

A porcentagem de inducdo de calos e o tamanho dos
calos foram avaliados aos 20 e 140 dias ap6s o inicio da
cultura, respectivamente.

Resultados e discussao

Formacbes de calos ndo foram verificadas no
tratamento testemunha, desprovido de reguladores de
crescimento, demonstrando a forte dependéncia de fonte
exdgena  de  fitorreguladores  para  ativacdo,
desdiferenciac&o e divisdo celular nos explantes [8,9].

As maiores porcentagens de formacdo de calos foram
verificadas em segmentos de hipocotilo submetidos de 5
mg.L* 2,4-D + 0,1 mg.L* KIN e 1 mg.L* 24-D + 1
mg.L™ KIN atingindo 8,21 e 7,84 %, respectivamente
(Fig. 1).

Aos 140 dias, os calos apresentavam aspecto fridvel,
com coloracdo variando de branca a amarelo clara (Fig.
2) e aspecto embriogénico. Estudos indicam que a
transferéncia dos calos para meio com baixa
concentracdo de auxina no 1° subcultivo e auséncia desta
no 2 ° subcultivo favorece a formacdo de embriGes
[10,11], contudo, neste estudo, ndo foi verificada
nenhuma resposta embriogénica.

Embora o segmento de hipocétilo tenha apresentado as
maiores porcentagens de calos induzidos, os segmentos
de folhas apresentaram os calos de maior tamanho
quando submetidos a 1 mg.L™ de 2,4-D + 1 mg.L™ de
KIN com 1,66 mm (Tab. 1).

Os resultados deste trabalho constituem a primeira
mencdo sobre formacdo de calos em Parapiptadenia
rigida, servindo de suporte para futuros trabalhos, como
por exemplo, producdo de embrifes somaticos.

As maiores porcentagens de calos em explantes de
P.rigida foram verificadas em segmentos de hipocétilo.
Os segmentos de folha apresentaram calos com maiores
tamanhos.

As combinagdes hormonais que forneceram 0s
melhores resultados de formacgdo calogénica foram 5
mg.L? 24-D + 01 mgL* KINe1mgL" 24D +1
mg.L™ KIN.
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Tabela 1. Tamanho médio (mm) de calos de Parapiptadenia rigida em diferentes tipos de explante, avaliados aos 140 dias, em

fungdo das combinagdes hormonais entre 2,4-D e KIN.

Combinagdes de
Fitoreguladores

(mg/L)

Explantes 1 2 3 4 5

Hipocétilo 0,00 1,27 0,91 0,70 0,80
Folha 0,00 1,66 1,10 1,31 0,92
Folha cotiledonar 0,00 1,33 1,01 1,39 1,23
Raiz 0,00 1,37 1,41 1,40 1,09
Colo 0,00 1,45 1,25 0,96 0,50
N6 cotiledonar 0,00 1,14 1,14 0,66 0,80

1- Testemunha; 2- 1 mg.L?2,4-D + 1 mg.L™ KIN; 3- 1 mg.L? 2,4-D + 0,1 mg.L? KIN; 4- 5mg.L™" 2,4-D+ 1 mg.L*
KIN; 5- 5 mg.L™? 2,4-D + 0,1 mg.L*KIN.
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Figura 1. Porcentagem de calos induzidos sob diferentes concentracfes de 2,4-D e KIN em explantes de segmentos de hipocotilo,
raiz e folha, folhas cotiledonares, colos e nos cotiledonares de Parapiptadenia rigida durante 20 dias de cultivo. Médias seguidas
de letras diferentes diferem entre si significativamente, em nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey. 1- Testemunha; 2- 1
mg.L?24-D + 1 mg.L? KIN; 3- 1 mg.L™" 2,4-D + 0,1 mg.L™ KIN; 4- 5 mg.L" 2,4-D + 1 mg.L? KIN; 5- 5 mg.L" 2,4-D + 0,1

mg.LKIN.

Figura 2. Calos nos diferentes tipos de explantes: (A) calo em segmentos de raiz; (B) calo em folhas cotiledonares; (C) calo em

segmento do hipocétilo; (D) calo em folha; (E) calo em né cotiledonar e (F) calo em colo, aos 140 dias de cultivo ap6s a
instalacdo do experimento de inducéo de calos. Escala= 1 cm.
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