NOTA CIENTIFICA

Efeito do 2,4-D na Inducao de Calos in vitro de
Parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum
(Huber ex Ducke) Barneby)
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Introducéo

O parica, preferencialmente propagado por semente, é
uma espécie rustica pouco exigente em adubacdo e de
facil adaptabilidade, conforme relatado por Melo et. al
[1], razdo pela qual vem sendo bastante utilizada em
diferentes modalidades de plantio no estado do Para. No
entanto, hd grande variacdo de crescimento e de
produtividade nesses plantios devido, principalmente, a
auséncia de material genético melhorado. Nesse sentido,
pesquisas vém sendo desenvolvidas visando definir
metodologia de micropropagacdo da espécie com vistas
ao melhoramento dos plantios. A regeneragdo das plantas
in vitro, diretamente a partir do explante ou através do
cultivo de calos, pode ser uma alternativa para
propagacdo deste material de qualidade.

A formagdo de calos em um explante, denominada
calogénese, é uma etapa basica para o desenvolvimento
de sistemas de propagacdo massiva de plantas por
organogénese ou embriogénese somatica. E util também
quando se deseja produzir células para manipulagdes
genéticas, como hibridacdes somaticas, poliploidizagdes
e transformagdes [2].

Tem sido sugerido que as auxinas sdo necessarias para
a formacdo de agregados embriogénicos a partir de
células individuais expressando a totipoténcia das células
competentes. O 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é
a auxina sintética mais comumente utilizada para a
inducdo de calos. E também a auxina mais ativa,
podendo substituir a auxina natural acido indolacético
(AIA) em meios de cultura, pois esta ultima é
rapidamente oxidada [3].

O objetivo deste trabalho foi avaliar a inducdo de calos
in vitro em parica a partir de segmentos apicais e
intercotiledonares inoculados em meio de cultura
suplementado de 2,4-D, visando a embriogénese
somatica.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no laboratério de
Biotecnologia e Recursos Genéticos da Embrapa
Amazébnia Oriental (Belém/PA). Os explantes utilizados
foram segmentos apicais e intercotiledonares de plantulas
de parica germinadas in vitro.

Os tratamentos testados foram provenientes da
combinacdo do tipo de explante (apical ou

intercotiledonar) com concentragdes de 0; 2; 4 e 6 mg.L™
de 2,4-D. O meio de cultura basico MS [4] teve as
concentracfes de NH;NO; e Fe-EDTA reduzidas a
metade (0s demais componentes em suas concentragdes
normais), sacarose (3%), agar (0,8%), e suplementado
com o antioxidante polivinilpirrolidone (PVP) (0,1%).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem, utilizando-se NaOH (hidroxido de sédio)
e/ou HCI (&cido cloridrico) em solucdo de 0,5 N. Os
meios de cultura foram distribuidos na quantidade de 10
ml por tubo de ensaio de 20 x 150 mm. A autoclavagem
foi realizada a 120°C e 1,2 atm, durante 20 minutos. Os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio, em
cdmara de fluxo laminar previamente esterilizada com
alcool 70%, com auxilio de placas de Petri e pingas
esterilizadas em autoclave durante 20 minutos. Apos a
inoculagdo dos explantes, os tubos de ensaio foram
tampados com papel aluminio e vedados com parafilme.
As culturas foram mantidas no escuro em sala de
crescimento na temperatura de 24 + 1°C.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 4 x 2 (quatro
concentragOes de 2,4-D e duas fontes de explante), com
cinco repetigdes, totalizando 40 unidades experimentais,
sendo que cada parcela constou de quatro tubos de ensaio
contendo um explante por tubo.

A avaliacdo do experimento foi realizada aos 30 dias
de cultivo, onde observou-se o percentual de explantes
com calos, a textura dos mesmos (friaveis ou compactos),
a coloragdo, a porcentagem de oxidagdo, 0 nlimero de
raizes que se formaram a partir dos calos e a cobertura de
calos no explante, levando em consideracdo as seguintes
notas: 1, 2, 3 e 4 para 0s explantes que apresentavam,
respectivamente, 25, 50, 75 e 100% da area coberta com
calos. Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste SNK ao nivel de 5%
de probabilidade através do programa estatistico Sisvar.

Para a andlise estatistica os dados de percentual de
explantes com calos e oxidacdo foram transformados
para arcseno (Y/100)* e nimero de raizes que se
formaram a partir dos calos foram transformados para
(Y+0.5)*.

Resultados e Discussao

A formacdo de calos iniciou-se a partir do 8° dia de
cultivo nos segmentos intercotiledonares (exceto o
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tratamento com 6 mg.L™ de 2,4-D), e a partir do 11° dia
nos segmentos apicais. Observou-se que houve maior
formacdo de calos nos tratamentos sem adicdo de
regulador de crescimento para ambos 0s segmentos
utilizados, entretanto, para segmentos apicais ndo houve
diferenca estatistica entre o controle (90 %) e os
tratamentos com 2 mg.L™" (71 %) e 4 mg.L™" de 2,4-D
(85 %); e para segmentos intercotiledonares, o controle
(95 %) e o tratamento com 2 mg.L™ de 2,4-D (80 %) ndo
diferiram estatisticamente entre si. Por outro lado, ao se
utilizar 6 mg.L™ de 2,4-D, ndo houve calogénese em
segmentos intercotiledonares e somente 5 % dos
segmentos apicais formaram calos. Ndo foi verificada
diferenca significativa entre os explantes utilizados (Fig.
1).

No trabalho realizado por Rahim et al. [5] com
Eucalyptus camaldulensis, o0s segmentos nodais
inoculados no meio sem adicdo de reguladores de
crescimento, ndo formaram calos e morreram. Por outro
lado, Soares [6] observou que 30 % dos segmentos
nodais de ingazeiro (Inga vera), mesmo na auséncia
deste regulador, formaram calos. Mesquita [7] também
constatou que houve a formacdo de apenas 35 % de calos
em folhas de lechieira (Litchi chinensis) quando néo
houve suplementacdo de reguladores de crescimento ao
meio de cultura. Segundo Sahoo et al. [8], concentracGes
entre 0,5 a 4 mg.L"™ de 2,4-D n#o foram eficientes para a
formacéo de calos em explantes foliares de amoreira
(Morus indica), enquanto que para o paricad ficou
evidente que na presenga de tais concentragdes ha
calogénese. A ocorréncia de calos com maior volume foi
obtida quando se utilizaram as concentragdes de 2 e 6
mg.L™ de 2,4-D respectivamente em explantes foliares
de lechieira. Nesta espécie somente 0 uso da
concentracdo de 8 mg.L™ de 2,4-D inibiu a formacao de
calos [7].

No que se refere aos segmentos apicais inoculados em
meio MS sem adicdo de 2,4-D, estes apresentaram 75 %
da area do explante coberta por calos, entretanto nao
diferiram estatisticamente do tratamento em que se
utilizou 2 e 4 mg.L™ de 2,4-D. A concentragio de 6
mg.L™ de 2,4-D foi a menos eficiente (Fig. 2). O mesmo
ocorreu com segmentos intercotiledonares, os quais
apresentaram 85 % de cobertura com calos, ndo diferindo
estatisticamente da concentragdo de 2 mg.L™ de 2,4-D.
Nos dois tipos de explante ndo houve calogénese quando
se adicionou a0 meio 6 mg.L™" de 2,4-D. Somente na
concentracdo de 4 mg.L™ de 2,4-D verificou-se diferenca
significativa entre os dois explantes utilizados (Fig. 2).

De acordo com Nogueira [9], a concentragdo de 1
mg.L" de 2,4-D apresentou a maior percentagem de area
coberta por calos (90 %) em Byrsonima intermedia A.
Juss. Da mesma forma, Soares [6] verificou que
explantes de segmentos foliares de ingazeiro apresentam
maior percentagem de formacdo de calos (90 %) e
percentagem da area do explante coberta por calos (40
%) na presenca de 1 mg.L™ de 2,4-D.

Segmentos intercotiledonares inoculados em meio MS
sem adicdo de reguladores de crescimento apresentaram
0 maior nimero de raizes (1,51 raizes por explante em
média), no entanto ndo se observou diferenga estatistica
em relacdo aos segmentos apicais (Fig. 3B). O menor
namero de raizes foi verificado em segmentos apicais e

intercotiledonares submetidos a 6 mg.L" de 2,4-D.
Somente quando se utilizou 4 mg.L? de 2,4-D foi
observada diferenca significativa entre as duas fontes de
explantes, apresentando em média 1,13 raizes por
segmento intercotiledonal e 0,82 raizes por segmento
apical (Tab. 1). Vale ressaltar que através de andlise
histologica evidenciou-se que as raizes originaram-se do
calo, ndo apresentando comunica¢do vascular com
explante. O uso de 2,4-D isoladamente na concentragdo
de 6,4 mg.L" induziu calogénese e rizogénese em
explantes foliares de moreira (Chlorophora tinctoria),
produzindo calos de aspecto fridvel e coloracdo
amarelada, conforme relatou Paiva-Neto [10], ao
contrario do que aconteceu no presente estudo, em que a
concentracdo de 6 mg.L™ reduziu a producéo de calos e
de raizes.

Observou-se de uma forma geral que os calos
apresentaram uma coloragdo bege claro até os 15 dias
(Fig. 3A) ap6s a inoculagdo dos explantes, tornando-se
bege médio aos 30 dias de cultivo, com excecdo de
segmentos intercotiledonares na presenca de 4 mg.L™ de
2,4-D, que apresentaram coloracéo bege escuro (Tab. 1).
Quanto a textura, segmentos apicais formaram calos
fridveis, enquanto que segmentos intercotiledonares
formaram calos compactos. Verificou-se que segmentos
intercotiledonares inoculados em meio MS com 2 mg.L™
de 2,4-D apresentaram a maior taxa de oxidagdo, com
46,5 %, enquanto que ao se utilizar 6 mg.L™ de 2,4-D em
segmentos apicais ndo houve a presenca de oxidacéo,
contudo ndo diferiu estatisticamente das outras
concentragfes utilizadas, e nem de segmentos
intercotiledonares expostos a mesma concentracdo de 6
mg.L™ de 2,4-D (Tab. 1).
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Figura 1. Calogénese em explantes de parica (S. parahyba)
expostos a diferentes concentracfes de 2,4-D. Médias seguidas
por letras distintas entre si comparam minusculas, as concentragdes de
2,4-D; e maiusculas, as fontes de explante (SA — segmento apical; SIC
— segmento intercotiledonar), ao nivel de 5% pelo Teste de SNK.
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Figura 2. Cobertura de calos nos explantes de paricad (S.
parahyba) expostos a diferentes concentracdes de 2,4-D. Médias
seguidas por letras distintas entre si comparam mindsculas, as
concentragbes de 2,4-D; e mailsculas, as fontes de explante (SA —
segmento apical; SIC — segmento intercotiledonar), ao nivel de 5% pelo
Teste de SNK.

Figura 3. (A) Formacéo de calos friaveis aos 15 dias de cultivo, com coloragéo bege claro, a partir de segmento apical de plantulas
de paricd (S. parahyba) germinadas in vitro; (B) Rizogénese a partir de calos de segmentos intercotiledonares de plantulas de parica
(S. parahyba) aos 30 dias de cultivo.

Tabela 1. Respostas de varidveis qualitativas e nimero de raizes em calos de segmentos apicais e intercotiledonares de calos de
paricé (S. parahyba) germinados in vitro expostos diferentes concentra¢des de 2,4-D.

Concentracdes N° de raizes Coloragéo* Textura** Oxidacgéo (%)
de2,4-D SA sic SA sic SA sic SA sic
(mg.L™)

0 1,25aA 151aA BM BM CF cC 15aA 4,0 bA
2 0,99 abA 1,09 bA BM BM CF CcC 10 aB 46,5 aA
4 0,82 bB 1,13 bA BM BE CF CcC 11,25 aA 19,5 abA
6 0,77 bA 0,71 cA SO SO SO SO 0aA 6,5 bA

Meédias seguidas por letras distintas entre si comparam; minusculas, as concentracdes de 2,4-D e mailsculas, as fontes de explante (SA — segmento
apical; SIC — segmento intercotiledonar), ao nivel de 5% pelo Teste de SNK. * BM (bege médio); BE (bege escuro); SO (sem observacéo); ** CF
(calos friaveis); CC (calos compactos).
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