EFEITO DO 2,4-D NA INDUCAO DE CALOS EM Amburana cearensis(ALLEMAO)
A.C. SMITH.
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INTRODUCAO

Amburana cearenses (ALLEMAO) A. C. SMITH., conhecida popularmente como
“cumaru” ou “umburana-de-cheiro”, ¢ uma planta arborea da familia das Leguminoseae
(Fabaceae), e subfamilia Papilionoideae amplamente distribuida no Nordeste brasileiro. Sua
madeira é utilizada na movelaria, e a casca bem como as sementes sdo utilizadas para fins
medicinais, devido a sua atividade antiinflamatéria, analgésica, antiespasmodica e
broncodilatadora (LORENZI, 1992; ALMEIDA et al., 2010).

O sucesso das pesquisas quimicas e farmacoldgicas de A. cearensis estimulou a
producdo de seus fitoterapicos em escala industrial. Porém, considerando que a maioria das
plantas medicinais é explorada de maneira predatéria e indiscriminada e que a inddstria
farmacéutica precisa de matéria prima homogénea e em larga escala, € necessaria a utilizacdo
de sistemas de cultivo que possibilitem a obtencdo de um grande nimero de plantas em tempo
reduzido e permitam a conservacao e exploracao racional e sustentavel das espécies.

Neste contexto, as técnicas de cultura de tecidos possibilitam a producdo de um grande
numero de plantas a partir de um Unico individuo, podendo ser utilizada para a conservacao e
propagacdo dessa espécie em escala comercial. A micropropagagdo tem se mostrado uma
alternativa viavel para a conservacado e reproducdo de espécies nativas com risco de extin¢ao.
Tal técnica consiste basicamente em cultivar em ambiente asséptico, com temperatura e
iluminacdo controlada, qualquer parte da planta, em meio nutritivo adequado; e pode ser feita
por dois processos distintos: organogénese e embriogénese (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

A organogénese € o processo de neoformacao de parte aérea ou raiz a partir de tecidos
da planta.J4 a embriogénese somatica consiste no desenvolvimento de embriGes a partir de
células somaticas embriologicamente competentes in vitro. Ambos 0s processos podem
ocorrer pela via direta ou indireta, quando hé a necessidade de desdiferenciacdo do explante,
com a consequente formacdo de uma fase intermediaria de calo antes do estabelecimento das
células competentes (BERTOZZO; MACHADO, 2010; AHUJA, 1992). A embriogénese
somatica indireta é considerada uma das formas mais adequadas para a multiplicacao in vitro,
pois possibilita elevada taxa de multiplicagdo, sendo a inducdo de calos embriogénicos uma
das etapas mais importantes deste processo de regeneracdo de brotos.

Assim, o presente trabalho visa avaliar o efeito do 2,4-D na inducdo de calos em
umburana-de-cheiro (Amburana cearensis).

MATERIAL E METODOS
Local de realizacdo do experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), pertencente a Unidade Experimental Horto Florestal/UEFS.
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Material Vegetal

Para obtencdo de plantas in vitro, sementes de amburana foram lavadas em agua
corrente por 10 minutos, em seguida desinfestadas em camara de fluxo laminar com imersao
em etanol a 70% por 1 minuto e posteriormente em solucdo de hipoclorito de sodio - NaOCI
[agua sanitaria comercial (Qboa ®) - 2,5% de cloro ativo] com 2 gotas de detergente neutro
(Ypé ®) por 10 minutos.Apds esse periodo, as sementes foram lavadas quatro vezes com agua
destilada estéril e inoculadas em tubos contendo 15 mL de meio de cultura, conforme
metodologia estabelecida por Campos (2009).

Efeito do 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) na inducé@o de calos em diferentes tipos de
explantes de A. cearensis.

O meio de cultura utilizado foi o WPM (Wood PlantMedium), suplementado com 3%
de sacarose (Synth ®) e solidificado com 0,7% de Agar (Himedia ®).0 pH do meio de cultura
foi aferido para 5,7£01 com hidroxido de sddio (NaOH) ou &cido cloridrico (HCI) a 0,1 N
antes da autoclavagem, que foi realizada a temperatura de 121°C e pressdo de latm por 15
minutos.

Os explantes(segmentos cotiledonares e foliares), oriundos de plantulas germinadas in
vitro com 45 dias de idade, foram inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de
cultura, suplementado com diferentes concentracées de 2,4-D (0,0; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 uM).

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 5,
totalizando 10 tratamentos com cinco repeticGes por tratamento, sendo cada repeticdo
composta por quatro tubos de ensaio. Apos 30 dias foram avaliados: percentual de explantes
responsivos (ER%), percentual da area do explante coberta por calos (AC%), coloracdo e
textura dos calos.

Condicdes de cultivo

Os experimentos in vitro foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura de
26 + 2° C, fotoperiodo de 16 h e radiagdo fotossintética ativa de 60 pmol m=2 s obtida através
de ldmpadas brancas fluorescentes.

Analise Estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente, mediante a analise de variancia, testando-
se as médias pelo Teste de Tukey para os fatores qualitativos, e ajustes de equacdo de
regressdo polinomial para os quantitativos usando o programa SISVAR, desenvolvido pela
UFLA (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise de variancia indicou efeitos significativos (p < 0,05) da interagéo entre o
2,4-D (D) e o tipo de explante (E) sobre a indugdo de calos de A. cearensisnas variaveis
analisadas.

Com relacdo ao percentual de explantes responsivos em segmentos foliares e
cotiledonares, a analise de regressao apontou um modelo quadratico ascendente (p < 0,05)
para o efeito do 2,4-D na inducéo de calos (Figura 1).Para os segmentos foliares constatou-
se que ao aumentar a concentragdo de 2,4-D houve aumento do percentual de explantes
responsivos até atingir a concentragdo maxima de 21,94 uM com 99,42% de explantes com
calos. Ja considerando o percentual de explantes responsivos em segmentos cotiledonares,
observa-se que o percentual maximo (99,38) de calos formados é obtido com o uso de
26,46 uM de 2,4-D (Figural).

O 2,4-D é a auxina mais empregada nos processos de calogénese. Tal uso esta
relacionado com o papel deste regulador de crescimento vegetal na célula, pois ele estimula



0 inicio da divisdo e atua controlando o crescimento celular através do aumento na
producdo de RNA polimerase, estimulando a producdo de RNA e biossintese de diversas
proteinas de crescimento (GEORGE, 1996; OLIVEIRA, 2011). Assim, sob ac¢éo do 2,4-D,
as células do explante passam pelo processo de desdiferenciacdo, seguido de divisdo
(GEORGE et al., 2008).
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Figura 1 — Porcentagem de explantes responsivos (ER%) de A. cearensis, submetidos a
diferentes concentracdes de 2,4-D. *Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F. Feira de Santana, 2016.

No presente trabalho, a adi¢do de 2,4-D ao meio de cultura foi essencial na inducéo de
calos visto que os explantes cultivados sem a adicdo de regulador de crescimento oxidaram.
Efeitos similares foram relatados por Rahim et al. (2003) em explantes de
Eucalyptuscamaldulensisquando inoculados em meio de cultura livre de 2,4-D. Desse mesmo
modo, Werner et al. (2007) comprovaram que os foliolos de Caesalpiniaechinata sao
totalmente dependentes da presenca do regulador de crescimento 2,4-D para a indugdo de
calos.

Entretanto, resultado contrario foi observado por Reis et al. (2007) ao estudar a
inducdo de calos em parica (Schizolobiumparahyba var. amazonicum), no qual mesmo sem a
presenca de regulador vegetal ocorreu a calogénese.

Na presente pesquisa observa-se que os melhores percentuais de calogénese foram
obtidos nas concentrag¢des de 21,94 uM e 26,46 uM para explantes foliares e cotiledonares,
respectivamente. Porém, Sado (2009) relatou o maior potencial de explantes responsivos
(73,4%) quando cotilédones de Senna spectabilis foram cultivados na concentracdo de 11,32
uM de 2,4-D. Ja Vasconcelos et al. (2012) constatou que o percentual de calos em explantes
foliares de Myracrodruonurundeuva ocorreu nas concentracdes de 4,52 e 6,78 uM de 2,4-D.

O efeito do 2,4-D na inducdo de calos é bastante citado na literatura, porém ndo existe
um padrédo de qual concentracdo é mais eficiente. Este efeito é influenciado pela espécie, pelo
gendtipo e pelo explante, o que justifica o estabelecimento de protocolos especificos
(INACIO, 2010).

Os explantes utilizados neste trabalho, folha e cotilédone, apresentaram alto potencial
calogénico, com valores maximos de 99,42% e 99,38%, respectivamente.Segundo
Grattapaglia & Machado (1998) e Handro &Floh (1990), qualquer parte da planta pode ser
utilizada como explante, contudo, é indicado o uso de tecidos e 0rgdos contendo células néo
diferenciadas, com maior capacidade para expressar a totipoténcia e apresentando maiores
proporcdes de tecido meristematico e menores quantidade de lignina.

A eficiéncia dos explantes empregados neste estudo é evidenciada por Venturiere &
Venturiere (2004) e Vasconcelos (2012). Enquanto Venturiere& Venturiere (2004)



averiguaram a maior frequéncia de calogénese no hibrido Theobromagrandiflorum x
Theobromaobovatum usando o cotilédone como fonte de explante; Vasconcelos (2012)
destaca a utilizacdo de explantes foliares na inducdo de calos em aroeira-do-sertdo
(Myracrodruonurundeuva).

A analise de regressdo apontou um modelo quadratico ascendente (p < 0,01) para a
porcentagem de &rea do explante foliar e cotiledonar recoberta por calos (Figura 2). Ap6s
trinta dias de cultivo, houve formacéo calos sobre a superficie dos explantes em todas as
concentragdes testadas, exceto no meio de cultura isento de regulador vegetal. O percentual
maximo de area foliar contendo calos (86,37%) € obtido na concentracdo de 20,67 uM,
enquanto que o percentual méximo de é&rea cotiledonar (66,11%), é observado na
concentracdo de 34,80 uM (Figura 2).
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Figura 2- Porcentagem da éarea do explante recoberta por calos (AC%) em A.
cearensissubmetidos a diferentes concentracGes de 2,4-D. *Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F. Feira de Santana, 2016.

CONCLUSAO
A auxina 2,4-D é eficiente para a formacéo de calos em segmentos foliares e cotiledonares de
A. cearensis.
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