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RESUMO

O cultivo in vitro constitui importante alternativa aos meétodos tradicionais de
propagacao de plantas em espécies florestais e produtoras de sementes recalcitrantes
como a seringueira. Considerada a principal fonte natural da borracha, sua cultura é
bastante explorada mundialmente. Contudo, os estudos sobre este método de
propagacdo nesta espécie na Amazobnia Sul-Ocidental sdo recentes. O presente
trabalho teve como objetivo verificar qual tipo de explante mais responsivo para a
calogénese em Hevea spp., para isto foram realizados varios experimentos utilizando
diversas fontes de explantes, oriundas de plantulas germinadas no laboratério (folha,
peciolo, gema apical, caule, intertequmento e raiz), de plantas adultas (folhas,
segmentos nodais e anteras) e de embrifes zigéticos. Esses foram inoculados em
variadas formulacdes de meio de cultura MS suplementado com diversos reguladores
de crescimento, como o 2,4D, BAP, KIN, e ANA. Com base nos resultados obtidos,
verificou-se que: a oxidacgao fendlica € um dos principais problemas para a obtencéo
de calos em seringueira, independente da fonte de explante utilizada; embribes
zigoticos sdo explantes promissores para a calogénese; explantes oriundos de tecidos
jovens apresentam maior porcentagem de formacdo de massa calogénica; as
contaminagdes enddgenas sdo mais evidentes em segmentos nodais de plantas
adultas, esta, aliada a oxidacao fendlica, inviabilizaram a formacao de calos nestes
explantes; as anteras desse género sdo sensiveis ao tratamento de desinfestacao;
explantes de folha, gema apical e peciolo oriundos de plantulas germinadas no
laboratoério proporcionaram maior porcentagem de calos na espécie estudada. Todos
os calos apresentavam aspecto compacto. Sendo assim, estudos futuros mais
detalhados, se concentrando em explantes oriundos de tecidos jovens, devem ser
realizados com o objetivo de obter calos fridveis.

Palavras-chave: cultura de tecidos, 2,4-D, calos, seringueira.



ABSTRACT

In vitro culture is an important alternative to traditional methods of propagating plants
in forest species and producing recalcitrant seeds such as rubber trees. Considered
the main natural source of rubber, its culture is widely explored worldwide. However,
studies on this method of propagation in this species in the South-Western Amazon
are recent. The present work had as objective to verify which type of explant most
responsive to the calogenesis in Hevea sp., For this were done several experiments
using several sources of explant from germinated seedlings in the laboratory (leaf,
petiole, apical bud, stem, root) of adult plants (leaves, nodal and anther segments) and
zygotic embryos. These were inoculated in various formulations of MS culture medium
supplemented with various growth regulators such as 2,4D, BAP, KIN, L-cysteine and
ANA. Based on the results obtained it was verified that: phenolic oxidation is one of
the main problems to obtain callus in rubber tree independent of the explant source
used; zygotic embryos are promising explants for calogenesis; explants derived from
young tissue present a higher percentage of calogenic mass formation; the
endogenous contaminations are more evident in nodal segments of adult plants, this
allied to phenolic oxidation made the formation of calli in these explants unfeasible; the
anthers of this genus are sensitive to the treatment of disinfestation; leaf explants,
apical bud and petiole from germinated seedlings in the laboratory provided a higher
percentage of calli in the species studied. All calli were compact in appearance. Thus,
more detailed future studies focusing on explants from young tissues should be
performed with the aim of obtaining friable callus.

Key words: tissue culture, 2,4-D, callus.
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INTRODUCAO

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2017), o Brasil ocupa quase metade
da América do Sul e é o pais com a maior diversidade de espécies no mundo, pois
abriga um vasto patriménio genético. Dentre as espécies com grande potencial
econdbmico, destaca-se a seringueira, uma espécie arblrea pertencente ao género
Hevea (familia Euphorbiaceae), a principal fonte de borracha natural no mundo,
cultivada e utilizada de modo extrativo (CAMPELO JUNIOR, 2000; COSTA et al.,
2001). Sua matéria-prima é fundamental para o agronegocio, sendo considerada
estratégica na industria de pneumaticos, material bélico, transporte e outros
(MACEDO et al., 2002; RIPPEL; BRAGANCA, 2009).

Apesar do Brasil ter ostentado o monopdlio da producao de borracha natural
no século passado, atualmente o pais passou de principal produtor e exportador a
importador desta matéria-prima. Isso se deu apos a introducdo de sementes de
seringueira (Hevea brasiliensis) na Asia, onde as plantas se adaptaram muito bem, e
devido ao aparecimento do mal das folhas (causado pelo fungo Microcyclus ulei) nos
seringais brasileiros, que causou uma drastica queda na producdo da seringueira no
territdrio nacional (GONCALVES et al., 1983). Os paises asiaticos sdo atualmente os
maiores produtores de borracha natural, sendo esses 0s responsaveis por cerca de
90% da producéo mundial (GOUVEA et al., 2010).

A cultura da seringueira pode proporcionar uma alternativa econémica, pois
além de ser um recurso renovavel, contribui para a reducédo do efeito estufa e protege
o meio ambiente (JACOVINE et al., 2006, FERNANDES et al., 2007; MUNASINGLE
et al., 2011). Orjuela-Chavez et al. (2014) confirmam que plantac¢des de H. brasiliensis
na Amazoénia colombiana tém um grande potencial para captura e armazenamento de
carbono, permitindo encontrar opcdes para fortalecer a competitividade e
sustentabilidade da cadeia de producao de borracha na regiao.

No inicio de sua exploracdo comercial, a cultura da seringueira era propagada
apenas por meio de sementes. Com o desenvolvimento das técnicas de cultivo,
passou a ser propagada tanto por via sexuada como assexuada (vegetativa)
(MARATTUKULAM; MERCYKUTTY, 2000).

O cultivo de tecidos vegetais in vitro permite a propagacao das plantas por meio
de uma das estratégias mais importantes da biotecnologia moderna (ZICHNER-ZORZ

et al.,, 2012). Essa técnica viabiliza a clonagem de vérias espécies, permitindo a
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formacao de individuos geneticamente idénticos, tomando por base células, 6rgdos
ou pequenos fragmentos de uma planta, denominados explantes (SOUZA,
JUNGHANS, 2006). Estes sao cultivados em meio nutritivo, sob condigcbes ambientais
controladas, até a formacdo da nova planta, para posterior aclimatizacéo (FLORES et
al., 2011).

Durante a morfogénese, as células vegetais podem sofrer diversos processos,
entre eles estdo a embriogénese somatica e a organogénese (JIMENEZ, 2001). Os
dois processos correspondem a inducéo de gemas adventicias diretamente sobre o
explante ou calo (forma indireta), mediante a desdiferenciacdo e rediferenciacao
celular, levando a formagdo de uma planta completa (XAVIER et al., 2013). O
processo de organogénese in vitro é considerado complexo, com a atuacdo de
multiplos fatores externos e internos, envolvendo interacdo entre fonte de explante,
meio de cultura, fatores do ambiente, acdo dos reguladores de crescimento, em
particular auxinas e citocininas, como também a habilidade dos tecidos em responder
a mudancas hormonais durante o periodo de cultivo (XAVIER; OTONI, 2009).

A micropropagacédo de espécies florestais tem potencial para conservacao de
germoplasma in vitro, aplicacdo nos programas de propagacéao clonal, auxiliando no
desenvolvimento de protocolos eficientes de regeneracdo para diversas espécies
(XAVIER et al., 2013).

Devido a escassez de informacdes referentes & organogénese in vitro em
Hevea, estudos tém sido realizados focalizando sua micropropagacao. De acordo com
Nayanakantha e Senevirante (2007), explantes derivados de clones elite de arvores
adultas de Hevea sdo altamente recalcitrantes, sendo um fator limitante ao
estabelecimento desta cultura em condi¢des in vitro.

No estudo realizado por Ighere et al. (2011) com seringueira, foram obtidas
plantulas in vitro com sistemas radicular e aéreo desenvolvidos, porém estas
estagnaram e morreram ainda no meio de cultura. Apesar desse avango, 0s autores
enfatizam que ainda ndo existe um protocolo que seja eficiente para a propagacéo de
clones elites em larga escala.

Diante do exposto, a compreensao dos estimulos e condi¢cdes necessarias para
o estabelecimento do cultivo in vitro deste género ainda € limitada. Desta forma, este

trabalho teve por objetivo induzir massa calogénica em explantes de Hevea spp.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Considerac0es sobre a seringueira

Popularmente conhecida por seringueira, a espécie Hevea brasiliensis
representa uma das mais importantes espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae,
que apresenta grande potencialidade econémica em funcdo de ser a maior fontes
produtora de borracha natural no mundo (GONCALVES et al., 1990; COSTA et al.,
2001). Originaria do continente americano, abrange, como area de ocorréncia e
disperséo natural, a Amazonia brasileira e paises proximos, como a Bolivia, Colémbia,
Peru, Venezuela, Equador, Suriname e Guiana (SECCO, 2008).

A seringueira (Figura 1) € uma arvore de crescimento rapido, raramente
superior a 25 m de altura em plantacdes, e 40 m em ambientes selvagens. Fuste
geralmente reto ou conico, ramificado, com no minimo 50 cm de diametro, sem
sapopemas; superficie da casca lisa, cinza ao marrom palido, entrecasca castanha
clara, com abundante latex branco; coroa conica, ramos finos. Sistema radicular com
raiz principal bem desenvolvida e raizes laterais fasciculadas. E classificada como
uma dicotiledénea mondica, isto é, possui flores masculinas e femininas em um
mesmo individuo. As flores sdo unissexuadas, pequenas, amarelas e dispostas em
racimo. A polinizacdo € cruzada e entomdfila. O fruto é uma capsula grande, que
geralmente apresenta trés sementes, de pericarpo duro e liso. Estas séo
recalcitrantes, e em geral a germinacgéo ocorre dentro de quinze a vinte dias. As folhas
apresentam peciolos longos e séo repartidas em trés foliolos. (WICHERLEY, 1992;
MARATTUKULAM; MERCYKUTTY, 2000; PREMAKUMARI; SARASWATHYAMMA,
2000; SECCO, 2008; WORLD AGROFORESTRY DATABASE, 2012).
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E1 Ea Exé, vpronimida

Figura 1. Representacdo ilustrativa das caracteristicas morfoldgicas de Hevea brasiliensis. (A) galho
com fruto deiscente; (B) extremidade de ramo lateral de um racemo; (C) flor masculina
(parte do perianto distinto); (D) flor feminina na secéo longitudinal; (E1, E,2) frutos; (F)
semente. Fonte: Gongalves, 1990.

A borracha natural apresenta caracteristicas fisico-quimicas superiores,
quando comparadas com as borrachas sintéticas, com maior elasticidade,
flexibilidade, resisténcia a friccdo e a corrosao, impermeabilidade a liquidos e gases
(CORNISH, 2001). Esta matéria-prima extraida da seringueira € amplamente utilizada
no transporte, na industria, material bélico, material cirargico, preservativos, pisos e
revestimentos, impermeabilizacdo de fios e tecidos (COSTA et al., 2001; RIPPEL;
BRAGANCA, 2009; IAC 2017). Devido a estas caracteristicas, a borracha natural
apresenta qualidades que ndo podem ser obtidas em polimeros produzidos
artificialmente (SILVA, 2012).

Atualmente, os paises asiaticos sdo 0s maiores produtores mundiais de

borracha natural, principalmente Tailandia, Indonésia, Vietna e Malasia (IRSG, 2017),
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sendo responsavel por cerca de 90% da producdo mundial de borracha natural
(GOUVEA et al., 2010). Desde meados do século passado, a oferta e a demanda por
esse produto no Brasil encontram-se cada vez mais distantes, devido a baixa
producado no territorio nacional. Existem estimativas de que em 2020 o pais podera
estar produzindo 250 mil toneladas diante de um consumo potencial de 500 mil
toneladas (IAC, 2017).

Os cultivos intensivos de seringueira encontram-se entre as latitudes de 10°S
e 10°N. E nessa faixa que a cultura encontra, aparentemente, condicdes ideais para
seu desenvolvimento, representadas por uma temperatura média anual de 28 + 2°C,
pluviosidade anual entre 2.000 e 4.000 mm, distribuidos ao longo de todo o ano, solos
bem drenados e profundos e um pH 6timo de 4,0 a 5,5 (PRIYADARSHAN; CLEMENT-
DEMANGE, 2004).

Conforme relatam Priyadarshan et al. (2001), o trépico Umido da América Latina
vem apresentando dificuldades nesta cultura apds o surgimento do Microcyclus ulei
(mal-das-folhas), doenca fungica que dizimou milhares de hectares de seringais na
regido Amazonica. Em consequéncia disto, varias outras regides do mundo iniciaram
seu cultivo, como por exemplo a China, onde seringais estdo sendo plantados em
latitudes de 18°S a 24°N. Entretanto, de acordo com Gongalves et al. (2001), no Brasil
as novas iniciativas estdo se expandindo para latitudes de 19°N a 23°S, incluindo
Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e norte do Parand, evidenciando a grande
adaptabilidade da seringueira as diversas condi¢des ecoldgicas.

O cultivo da seringueira € justificado por ser uma espécie produtora de borracha
natural de alta qualidade, quando comparada as demais plantas produtoras de
borracha (VENKATACHALAM et al.,, 2013). Sob o ponto de vista ambiental, é
importante considerar o impacto positivo de uma plantacdo de seringueira. Esta
cultura, além de proporcionar uma alternativa econémica, tem um grande potencial
para captura e armazenamento de carbono, permitindo encontrar opc¢des para
fortalecer a competitividade e sustentabilidade da cadeia de produgéo de borracha
(ORJUELA-CHAVEZ et al., 2014).

2.2 Métodos de propagacédo da seringueira

A seringueira possui sementes recalcitrantes, isto implica na perda rapida de
seu poder germinativo, principalmente quando as condi¢cfes climaticas propiciam

rapida reducdo do seu teor de agua (BONOME et al., 2009). Sementes como estas
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sao dispersas da planta m&e com alta umidade e mecanismos adaptativos que
proporcionam germinagéo rapida (OBROUCHEVA et al., 2012), e armazena-las com
sucesso € ainda um problema (LAN et al., 2012).

Segundo Marattukulam e Mercykutty (2000), a seringueira pode ser propagada
tanto por via sexuada como assexuada (vegetativa). No inicio de sua exploracéo
comercial, a cultura era propagada apenas por meio de sementes. Com o0
desenvolvimento das técnicas de cultivo, a propagacéo utilizando gemas vegetativas
tornou-se comum. A reproducdo sexuada, ou seja, por sementes, ainda hoje é
utilizada para a multiplicagéo de porta-enxertos.

A propagacdo vegetativa ou assexuada surgiu como uma alternativa a
producdo sexuada, baseando-se na capacidade de regeneracdo de um vegetal a
partir de células somaticas, tem como principais vantagens a reproducao de individuos
geneticamente iguais e a reproducao de plantas sem o uso de sementes (ALFENAS
et al. 2004). Esta técnica apresenta grande importancia quando se pretende multiplicar
um genotipo que € heterozigoto e que apresenta caracteristicas consideradas
superiores, que se perdem quando propagadas por sementes (GATTI, 2002). A
multiplicacéo de plantas por meio da propagacao vegetativa engloba varios métodos:
estaquia, miniestaquia, microestaquia e micropropagacao (XAVIER et al., 2009).

Pelo fato de o género Hevea apresentar grande variabilidade genética, Martins
et al. (2000) propbe que a propagacdo vegetativa seja a mais indicada, pois visa
assegurar a integridade genotipica dos clones estabelecidos. Desta forma, aumentam

as possibilidades de obtencéo de plantas mais homogéneas e produtivas no seringal.
2.3 Micropropagacéo

A propagacdo in vitro, ou micropropagacao, é uma técnica de cultura de tecidos
vegetais que utiliza pequenos fragmentos de tecido vivo, isolados de um organismo e
cultivados assepticamente em um meio nutritivo sob condicdes ambientais
controladas, até a formacdo da nova planta, para posterior aclimatizacdo (SILVA,
2010; FLORES et al. 2011).

Os protocolos de trabalhos de micropropagagcao séo realizados em etapas
distintas: (a) preparacao (selecdo da planta-matriz fornecedora de explantes e pré-
tratamentos para promover maior sanidade do material que sera coletado); (b)
estabelecimento do cultivo inicial in vitro; c) organogénese (multiplicacdo e

enraizamento das brotacdes); e (d) aclimatacéo (transferéncia do material do meio de



22

cultura para o substrato). Sendo as fases mais criticas o estabelecimento do cultivo e
a aclimatizacao, por exigirem mais cuidados (PASQUAL et al., 2001).

A utilizacdo da micropropagacao apresenta vantagens como: (a) possibilidade
de obter o maior nUmero de plantas a partir de um explante inicial, independentemente
da estacdo do ano; (b) reducdo do tempo e da area necessaria a multiplicacdo da
espécie; (c) melhores condic¢des sanitarias; (d) reproducéo do gendtipo da planta-mée,
e (e) propagacao vegetativa de espécies dificeis de serem propagadas por outros
meétodos (LUZ et al., 2014).

O estado fisioldgico da planta-matriz tem grande influéncia na morfogénese, no
crescimento e nas taxas de multiplicacdo in vitro, podendo ser melhorado com o
adequado pré-tratamento fitossanitario nas plantas matrizes (ALFENAS et al., 2009).
Esse pré-tratamento tem por objetivo manter os agentes microbianos internos
(endofiticos) nos niveis mais baixos possiveis, enquanto os externos devem ser
totalmente eliminados (WENDLING et al., 2006).

A assepsia do material vegetal é de fundamental importancia na
micropropagacao e, sendo efetuada com sucesso, evitara contaminacao no meio de
cultura por fungos e bactérias, que ocasionam perdas do material vegetativo e do meio
de cultura, acarretando no insucesso da pesquisa (QUISEN; ANGELO, 2008;
RAPOSO et al., 2012).

O processo de micropropagacdo estd baseado na totipotencialidade dos
explantes, ou seja, no principio de que cada célula vegetal possui o potencial genético
necessario para reproduzir um organismo inteiro, o que o torna uma ferramenta
importante para a propagacado massal de genétipos superiores (TORRES et al., 1998;
CID, 2001, LEMOS, 2003).

Espécies lenhosas vém sendo propagadas com sucesso através da cultura de
tecidos (GOMES et al., 2010). Esta técnica permite a rapida multiplicacéo de cultivares
com caracteristicas desejaveis, geneticamente idénticos e livres de doencas, sendo
realizada por via direta ou indireta (PRAMMANEE et al., 2011). Por via direta, a
inducéo de gemas adventicias se desenvolve diretamente sobre o explante, enquanto
gue na via indireta ha uma fase de proliferacdo e crescimento de calos por inducéo
dos explantes (ANDRADE, 2002; CANHOTO, 2010).

A micropropagacéo foi aplicada comercialmente pela primeira vez na década
de 1960, na propagacédo in vitro de espécies do género Musa. Desde entdo, tem

ocorrido uma grande intensificacdo dos trabalhos de pesquisa, a fim de tornar a



23

técnica cada vez mais eficiente, produtiva e menos onerosa (SENDIN, 2001; ROCHA,
2005).

2.4 Calogénese

O processo da calogénese é realizado através da inducéo de calos (grupo ou
massa de células com crescimento desordenado, que se multiplicam e se
desenvolvem em resposta a injurias quimicas ou fisicas), e possui a capacidade de
se diferenciar em tecidos e 6rgaos, como resultado de estresse fisico ou fisioldgico
(TORRES et al., 1998; GEORGE et al. 2008).

A formacao de calos pode ser dividida em trés fases: inducgéo, diviséo celular e
diferenciacdo. Durante a fase de inducdo, ocorre um estimulo no metabolismo,
preparando as células para a divisdo celular. Na fase de divisdo, os explantes
readquirem capacidade meristematica pela desdiferenciacdo de suas células,
promovendo o crescimento do calo pela producdo de células parenquiméticas
indiferenciadas. Na ultima fase, algumas regifes do calo rediferenciam-se, formando
zonas de atividade meristematica (AITCHISON et al., 1977; GODOY-HERNANDEZ;
VASQUEZ-FLOTA 2006).

Durante o processo de diferenciacdo (rediferenciacdo) das células presentes
nos calos, novos meristemas sao formados no tecido e esses originam células
parenquimatosas nado diferenciadas, sem nenhuma estrutura organizada,
caracteristica do 6rgdo ou tecido do qual foram derivadas (GEORGE et al. 2008).
Embora o calo permaneca néo organizado, o crescimento continua e alguns tipos de
células especializadas podem ser formados. Tal diferenciacdo pode ocorrer em locais
aleatérios ou associados a centros de morfogénese, que originam 6érgdos como
raizes, brotacbes e embrides. A producdo de novas plantas de cultura néo
organizadas é frequentemente referida como regeneracdo (PAIVA; PAIVA, 2001).

Segundo Fortes (1992) e George (1993), a formacdo do calo depende
principalmente do correto balanco dos reguladores de crescimento, e esse balanco
varia conforme a origem, tamanho, idade e pré-tratamentos a que sdo submetidos os
explantes, a constituicdo do meio nutritivo, as condicfes fisicas do ambiente (luz e
temperatura), o genaotipo e o estadio fisioldgico da planta matriz.

Durante a subcultura de calos, Phillips et al. (1995) relatam que é possivel
observar cinco fases de crescimento: (a) fase de espera, onde as células estdo se

preparando para dividir; (b) fase exponencial, em que a taxa de divisdo celular atinge
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o climax; (c) fase linear, onde a divisdo celular decresce, mas a extensdo celular
aumenta; (d) fase de desaceleragéo, quando a taxa de divisdo e expansao diminuem,;
e (e) fase estacionaria, quando o numero e tamanho das células permanecem
constantes.

Um unico explante pode gerar diferentes tipos de calos. Sua classificagédo €
realizada de acordo com as formas que apresentem: (a) calo friavel: tecido formado
por células sobrepostas, que, ao toque, se desagregam em células ou grupos de
células (GODOY-HERNANDEZ; VAZQUEZ-FLOTA, 2006; FLORES, 2006); (b) calo
compacto: massa celular com aspecto aveludado, formada primariamente a partir do
explante inicial, composto por células compactadas entre si, formando um tecido
resistente ao corte ou fragmentacao; (c) calo oxidado: tecido ja velho, geralmente de
origem friAvel, com coloracdo marrom, sem capacidade para continuar se
reproduzindo, estando em fase de senescéncia (GEORGE et al., 2008).

Williams e Maheswaran (1986) exp6em que calos fridveis, sob determinadas
condicBes, podem se tornar embriogénicos e assim se desenvolver em embribes
somaticos. Estes, por sua vez, sob determinadas condi¢des de cultivo in vitro, podem
se desenvolver formando estruturas semelhantes a embrides zigéticos, sem fusdo de

gametas, dando origem a uma planta.

2.5 Explantes

Segundo Mantell et al. (1994) e Torres et al. (2000), o explante pode ser
conceituado como todo segmento de tecido ou 6rgéo vegetal utilizado para iniciar uma
cultura in vitro. Sendo caracterizado por uma mistura de células em varios estados
fisiol6gicos e bioguimicos de desenvolvimento, que quando expostos a um ambiente
in vitro, sofrem reacdes diversificadas nos diferentes tipos celulares que o compdem,
fazendo com que somente algumas células competentes respondam a um
determinado estimulo, no caso da cultura de tecidos, normalmente a reguladores de
crescimento.

A selecdo do explante deve ser realizada cuidadosamente, pois o tipo de
explante determina, muitas vezes, 0 grau de sucesso nha micropropagacao.
Teoricamente, qualquer tecido pode ser utilizado como explante, tendo em vista a
totipoténcia das células vegetais. Na pratica, entretanto, procura-se utilizar explantes
que contenham maior propor¢cdo de tecido meristematico ou que tenham maior

capacidade de expressar a totipoténcia (TORRES et al., 1998). A totipotencialidade
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celular, formulada por Matthias Schleiden e Theodor Schwann, em 1938, afirma que
a célula é autbnoma e, portanto, contém a informacdo genética necessaria para
regeneracao de uma planta completa (CID, 2001).

Um fator a ser levado em consideragcdo na propagacao para se iniciar o cultivo
in vitro € a idade dos explantes. Séo indicados explantes juvenis, pois uma série de
alteracdes na capacidade morfogénica dos tecidos pode ocorrer com a passagem do
estado juvenil para o adulto, embora tecidos maduros também sejam utilizados.
Quando uma planta envelhece, sua capacidade regenerativa costuma diminuir, por
isso tende-se a utilizar material procedente de plantas jovens (PIERIK, 1990).

Os explantes devem ser retirados de plantas em crescimento ativo e que nao
estejam passando por qualquer tipo de estresse e ataque de pragas ou doencas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; TEXEIRA, 2005).

Entre os diversos fatores relacionados a micropropagacao, o tipo de explante,
no que diz respeito a origem, tamanho, fase e manejo empregado, exerce forte
influéncia nas subsequentes respostas obtidas in vitro (ARAUJO; CARVALHO 2005).
O tamanho do explante a ser utilizado esta relacionado com o objetivo do trabalho,
pois vai determinar suas chances de sobrevivéncia e desenvolvimento (WILLADINO;
CAMARA, 2010).

Os explantes mais utilizados na micropropagacdo de espécies florestais sado
gemas axilares ou gemas apicais, embrides zigoticos, calos celulares e folhas. Estes
precisam ser seccionados para que haja uma intensa proliferacdo celular com
formacao de tecidos de cicatrizacdo e zonas de intensa atividade meristematica
(PAIVA; PAIVA, 2001; PASQUAL et al., 2001). A escolha de um ou de outro explante
dependera dos objetivos desejados, da disponibilidade do material vegetal e da
capacidade de resposta.

Quando o objetivo é a producao de calos, explantes oriundos de tecidos jovens
nao lignificados sao mais apropriados para esse fim, por possuirem alta capacidade
de regeneracao (PIERIK, 1990). Yu; Meredith (1986) ressaltam que na cultura de
calos € muito frequente a utilizacdo de apices caulinares, folhas, entrends,
cotilédones, raizes, anteras e, inclusive, tecidos altamente diferenciados, como o0s
provenientes de frutos. Entretanto, procura-se utilizar aqueles que contenham maior
proporcao de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade de expressar
a totipoténcia (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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A cultura realizada através de 4pices caulinares apresenta uma grande
vantagem, pois esse tipo de explante possui a presenca de um tecido meristemético
(ndo diferenciado) em constante divisdo e crescimento e, portanto, altamente
responsivo aos estimulos fornecidos in vitro, propiciando maior estabilidade genética
da planta propagada (FARIA et al., 2007; GUERRA et al., 2016).

Folhas juvenis também foram utilizadas como explantes para obtencéo de calos
em Annona mucosa (BARBOZA et al., 2014) e em Passiflora gibertii (CARVALHO et
al., 2015). Estas sdo mais responsivas do que as folhas velhas e a parte mediana da
folha é mais prolifica do que as laterais. Por este motivo, precisam ser seccionados
para que haja uma intensa proliferagdo celular com formacdo de tecidos de
cicatrizacdo e zonas de intensa atividade meristeméatica (SCHUCH, 2002).

Outro fator importante é a posicdo do explante no meio de cultura. Martins et
al. (2001) expbe que explantes foliares (Malus sp.) com a superficie abaxial em
contato com o0 meio de cultura proporcionaram maior intensidade de calo,
independente do meio conter reguladores de crescimento.

O uso de embrides zigoticos imaturos é uma fonte de explante confiavel para
iniciar a cultura de calo, uma vez que o calo produzido por embrides maduros
usualmente ndo tem potencial morfogenético (OZIAS-AKINS; VASIL, 1983). Por este
motivo, a maioria dos programas de embriogénese somatica tem utilizado embrides
zigéticos imaturos como fonte de explante em diferentes espécies: Coffea arabica L.
(LACERDA et al., 2015), Elaeis guineensis Jacq. (GOMES et al., 2016), Jatropha
curcas L. (VASCONCELOS, 2016), Zea mays (SALGADO et al., 2017).

Mendanha et al. (1998) foram pioneiros no desenvolvimento de pesquisas com
o cultivo in vitro de seringueira no Brasil. Utilizando gemas axilares e folhas como fonte
de explantes, eles verificaram a proliferacdo calogénica satisfatoria nos dois tipos de
explantes, mas o desenvolvimento posterior destes calos em embridides ndo ocorreu.
Vale ressaltar que estes estudos utilizaram explantes oriundos de plantulas
germinadas in vitro.

Varios tipos de explantes tém sido utilizados para a inducdo da embriogénese
somatica indireta em seringueira, ou seja, onde os explantes passam pela fase de
calo. Zhou et al. (2010) desenvolveram um protocolo eficiente de micropropagacao
via embriogénese somatica para H. brasiliensis através de explantes de segmentos

radiculares oriundos de plantulas germinadas in vitro. Modeste et al. (2012) utilizaram
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como fonte de explantes tegumento interno de frutos maduros e Hua et al. (2010)

obtiveram calo através da cultura de anteras.

2.6 Meios de cultura

O meio de cultura é basicamente composto de sais minerais (macro e
micronutrientes), nitrogénio reduzido, vitaminas, aminoacidos, carboidratos, agentes
solidificantes, agua e reguladores de crescimento. Estas substancias sdo essenciais
para o0 crescimento dos tecidos, controlando em grande parte o padrdo de
desenvolvimento in vitro (D’ONOFRIO; MORINI, 2006; VILLA et al., 2009).

Segundo George (2008), os meios mais utilizados no cultivo in vitro sdo o MS,
desenvolvido por Murashigue e Skoog (1962), o WPM (Woody Plant Médium),
formulado por Lloyd e Mc Cown (1981) e o de White (WHITE, 1943). Segundo Harry
e Thorpe (1994), apesar de existir uma variedade de meios e concentragdes salinas
sendo testado, 0 meio MS continua sendo 0 mais empregado na micropropagacao de
espécies lenhosas.

Inicialmente o meio MS foi formulado para o tabaco (Nicotiana L.). Este possui
concentragbes altas de amonio, nitrato, nitrogénio e potassio (MURASHIGUE;
SKOOG, 1962). A alta concentracdo de sais encontrada neste meio tem
proporcionado ganhos significativos no crescimento in vitro de diversas espécies,
sendo hoje o meio mais utilizado na cultura de tecidos vegetais.

A composigdo dos meios nutritivos tem o intuito de disponibilizar as substancias
necessarias ao crescimento e desenvolvimento in vitro (SILVA, 2010). O pH dos meios
de cultura de células vegetais € normalmente ajustado com acido cloridrico (HC{) ou
hidroxido de sédio (NaOH), depois de adicionar todos os componentes, para um valor
ligeiramente &cido, entre 5 e 6 (TORRES et al., 1998). Esse é um valor com alta
disponibilidade de nutrientes. E importante ressaltar também que, meios geleificados
com agar, o pH deve ser ajustado preferencialmente nessa faixa, pois em pH 5,0
ocorre a hidrélise de polissacarideos, enquanto que em pH 6,0-6,2 verifica-se a
precipitacdo de sais (GEORGE, 1996).

O agente geleificante é fundamental no cultivo in vitro sobre meios nutritivos
semi solidos, considerando que estes devem ser firme suficiente para suportar as
plantas, sem ser rigido demais para inibir a difusdo de agua e nutrientes (CID, 2001).
A maioria dos trabalhos conduzidos in vitro utiliza como agente geleificante o agar,

este € de natureza polissacaridica, produzido por algas (Gelidium amansii) (CID,
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2001). Um agente geleificante alternativo ao agar € o Phytagel, um hetero
polissacarideo produzido pela bactéria Pseudomonas elodea. Quando comparado ao
agar, é considerado com maior grau de pureza (GEORGE, 1993), por ser isolado a
partir de um Unico organismo, o Phytagel € altamente purificado, ndo contendo
contaminantes (CHEVREAU et al., 1997).

Vietez e San-José (1996) ressaltam a necessidade do suprimento exdégeno de
reguladores de crescimento ao meio nutritivo, pois o balan¢o hormonal entre os niveis

de citocininas e auxinas, exégenas e enddgenas, propiciam maior proliferacdo celular.

2.7 Hormonios e reguladores de crescimento

Hormonios vegetais sdo compostos quimicos enddgenos que sao conduzidos
para células responsivas, atuando diretamente na expressao de muitos genes (FARIA,
2011). Quando sintéticos, sdo considerados reguladores de crescimento. Trata-se de
substancias exdgenas aplicadas as plantas, que desempenham fun¢cbes semelhantes
aos hormonios vegetais, possibilitando alterar o crescimento e desenvolvimento das
plantas (SILVA, 2010; SILVA, 2014).

Os reguladores de crescimento vegetal sdo adicionados ao meio de cultura
para suprir possiveis deficiéncias enddgenas nos explantes e induzir os processos de
desdiferenciacéo e rediferenciacéo celular (LEDO et al., 2008). Estes s&o utilizados
em diferentes concentracfes e combinac¢des com a finalidade de garantir a producéo
das mudas. As combinac¢des entre 0 uso de reguladores vegetais e o tipo de explante
séo definidas de acordo com a resposta morfogénica desejada (AOYAMA et al., 2012).

Dentre os principais reguladores de crescimento destacam-se as auxinas e as
citocininas, porém, um dos fatores que mais influenciam no processo de
desenvolvimento in vitro é a concentracéo utilizada (LEDO et al., 2008). As auxinas
regulam aspectos do desenvolvimento dos vegetais, incluindo o alongamento caulinar,
a dominancia apical e os movimentos trépicos. As mais usadas séo AlA (acido indol-
3-acético), AIB (acido indol-3-butirico), ANA (acido naftalenoacético) e 2,4-D (acido
2,4-diclorofenoxiacético). As citocininas estimulam a divisdo celular, e sé&o
indispensaveis durante a fase de multiplicacdo. Em concentracdes elevadas, induzem
0 crescimento de parte aérea e inibem a formacéo de raizes. As citocininas mais
usadas sao KIN (cinetina), BAP (6-benzilaminopurina), Zea (zeatina) e TDZ
(thidiazuron) (TAIZ; ZEIGER, 2013).



29

A combinacgédo de reguladores de crescimento vegetal também pode favorecer
o crescimento de calos na superficie dos explantes. Apesar de ndo ser uma rota
preferencial, o cultivo de calos tem subsidiado estudos relacionados a embriogénese
somatica e a producao in vitro de metabdlitos secundarios (GONCALVES; ROMANO,
2013). De acordo com Cangahuala-lnocente et al. (2007), o uso de auxinas, tais como,
2,4-D, picloran e dicamba, é indispensavel a formacao de calos, uma vez que sao
responsaveis pelo inicio da divisdo celular e pelo controle dos processos de
crescimento e alongamento celular, sendo eficientes para induzir a calogénese e a
embriogénese.

A manipulacéo isolada ou combinada de reguladores de crescimento esta
diretamente relacionada com o sucesso do cultivo in vitro (VIDAL et al., 2013). Visto
gue, a concentracdo e relacdo auxina/citocinina sdo fatores determinantes na
diferenciagao celular e no padréo de desenvolvimento (GUEYE et al., 2009).

Altos niveis de auxina induzem a formacdo de raizes; enquanto altas
concentracfes de citocinina induzem a formacdo de gemas adventicias; e quando
existe uma relacdo intermediaria entre as duas, se induz o calo (SANTOS et al. 2003).

Segundo Tarrahi e Rezanejad (2013), o regulador de crescimento 2,4-D é uma
importante auxina sintética, normalmente usada no meio de cultura como agente de
inducgéo de calos.

A eficiéncia dos explantes em gerar calos varia de espécie para espécie.
Algumas sao induzidas apenas com o uso do 2,4-D, outras necessitam de uma
combinacdao de diferentes reguladores de crescimento, como: AlA e BAP; ANA e BAP;
ANA e KIN (NEWMAN; KRISHNARAJ; SAXENA, 1996).

Além dos reguladores de crescimento, a aplicacdo de antioxidantes no meio de
cultivo pode contribuir para refinar protocolos de micropropagacéo, pois o acumulo de
polifendis pode prejudicar o desempenho da regeneracdo nos explantes cultivados in
vitro. Os compostos antioxidantes polivinilpirrolidona (PVP) e carvao ativado atuam
através da acdo das enzimas fenolases que aderem a quinonas e compostos
fendlicos, impedindo a expansdo e controlando a oxidacdo pelo meio de cultivo
(PASQUAL et al., 1997).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Morfogénese e Biologia Molecular da
Embrapa Acre, em Rio Branco, Acre. Todo material vegetal de Hevea spp. utilizado
para a realizacdo dos experimentos foram provenientes do seringal de cultivo e do
jardim clonal da Embrapa Acre.

Para realizagdo dos experimentos utilizou-se como meio de cultura sais e
vitaminas de MS (MURASHINGUE, 1962), suplementado com 30 g L' de sacarose, e
o pH ajustado em 5,8 antes da adicdo do agente geleificante. O agente geleificante
utilizado em quase todos os experimentos foi o &gar (6 g L), com excecdo ao
experimento com segmentos nodais, em que foi utilizado Phytagel (2 g L). Apés o
preparo, os meios de cultura foram distribuidos em tubos de ensaio (20 x 150 mm),
placas de Petri (140 x 15 mm) e frascos de vidro com capacidade de 250 mL. A
esterilizacdo do meio foi realizada em autoclave por 15 minutos a 121°C e 1,2 atm de
presséao.

O processo de manipulacdo do material vegetal foi realizado em condicdes
assépticas, em camara de fluxo laminar, utilizando-se pingas, bisturis e placas de Petri
previamente esterilizados em autoclave.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas, e intensidade luminosa de 30 ymol.m=2.st, com lampadas

fluorescentes Philips TDL do tipo branco-frias.

3.1 Inducéo de calogénese em folhas de seringueira (Hevea spp.)

Para o estabelecimento do cultivo in vitro, foram utilizadas como fonte de
explantes folhas jovens de seringueira recém-expandidas e ndo danificadas por
insetos ou fungos, coletadas de arvores matrizes do clone FDR 5865.

As folhas foram coletadas e conduzidas ao laboratério, onde inicialmente foram
cortadas no sentido longitudinal, em forma geométrica, com aproximadamente 1 x 1
cm, para visualizagao e contabiliza¢ao dos calos ao final do estudo (Figura 2).

Inicialmente foi realizada uma pré-assepsia nos explantes foliares, que foram
lavados em agua corrente com detergente comercial neutro, durante 10 minutos,

seguidos de uma triplice lavagem em agua destilada e autoclavada.
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Figura 2. Foliolo de seringueira (Hevea spp.) indicando as regifes utilizadas como fonte de explante

no cultivo in vitro.
ApoOs a pré-assepsia, 0os explantes foram encaminhados a camara de fluxo

laminar, onde foram imersos por 1 minuto em solucdo de alcool etilico 70% (v/v)
seguido de hipoclorito de s6dio 2,5% com cinco gotas de detergente comercial neutro
por 20 minutos. Em seguida, passaram por uma triplice lavagem em agua destilada e
autoclavada, para eliminar o excesso de substancias desinfestantes, e foram imersos
em solucédo antioxidante de PVP (1 g L), até o momento da inoculacgéo.

Apbs esse processo, 0 material foi inoculado com a face abaxial da folha em
contato com o meio de cultura em frascos com a capacidade de 250 mL contendo 30
mL de meio de cultura MS, em diferentes concentracdes do regulador de crescimento
2,4-D (0,00 mg L, 0,25 mg L%, 0,50 mg L, 1,00 mg L%, 2,00 mg L%, 4,00 mg L?)
combinados com ANA (1,00 mg L), BAP (1,00 mg L) e PPM® (Plant Preservative
Mixture) (0,00 ml L1, 1,00 ml L), um biocida de amplo espectro (Tabela 1).
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Tabela 1. Tratamentos com diferentes concentracfes do regulador de crescimento
2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) e PPM® (Plant Preservative Mixture)
na inducao de calos em folhas jovens de seringueira (Hevea spp.).

Tratamentos  Concentracéo Concentragéo
de 2,4-D (mg LY) de PPM® (ml LY)
T1 0,00 0,00
T2 0,25 0,00
T3 0,50 0,00
T4 1,00 0,00
T5 2,00 0,00
T6 4,00 0,00
T7 0 1,00
T8 0,25 1,00
T9 0,50 1,00
T10 1,00 1,00
T11 2,00 1,00
T12 4,00 1,00

Apo6s a inoculacdo, o material foi conduzido para sala de crescimento, onde
ficou na auséncia de luz durante 30 dias. Apds este tempo, o cultivo ficou exposto a
luz por mais 30 dias. As avaliacdes foram realizadas ap6s 30, 45 e 60 dias de cultivo.
As variaveis estudadas foram: sobrevivéncia, formacao de calos, oxidacéo fendlica,
contaminacgdes fungicas e bacterianas.

O delineamento experimental utilizado foi fatorial com dois fatores, onde o fator
A era as diferentes concentragées de 2,4-D e o fator B era as concentracdes de PPM®,
perfazendo 12 tratamentos e seis repeticdes. Cada repeticdo foi composta por um

frasco contendo quatro explantes, totalizando 72 parcelas.

3.2. Inducéo da calogénese em embrides zigoticos de seringueira (Hevea spp.)

Frutos em fase final de maturacdo foram coletados de arvores matrizes do
Clone Fx 2261. Os frutos tiveram suas sementes retiradas e conduzidas ao
laboratorio, em seguida foram lavadas em agua corrente e detergente neutro durante

cinco minutos, seguidos por trés lavagens em agua destilada e autoclavada.
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Posteriormente, seus tegumentos foram retirados com o auxilio de um
descascador de sementes manual. Em seguida, as améndoas foram lavadas em agua
destilada e autoclavada. Com auxilio de pinc¢a e bisturi previamente esterilizados, os
embrides zigoéticos foram retirados, (Figura 3), colocados em saquinhos de filtros (8

mm x14 mm x05 mm) e imersos em agua destilada autoclavada.
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Figura 3. Semente de seringueira (Hevea spp.) indicando as fases de extracdo do embrido zigoético
(circulo em destaque) utilizado como fonte de explante no cultivo in vitro.

Em seguida, em camara de fluxo laminar, os embriGes foram imersos em alcool
70% (v/v) por 15 segundos, em solucéo de hipoclorito de sodio 1%, por 10 minutos, e
entdo lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada, ficando por 10 minutos
na ultima agua para reidratacao dos embrides zigoéticos.

Utilizando-se uma tesoura esterilizada, os filtros foram abertos e os embrides
foram inoculados em frascos de vidro, com a capacidade de 250 mL, contendo 30 mL
de meio de cultura MS.

Foram testadas 6 diferentes concentracfes do regulador de crescimento 2,4-D
(0,0 mg L*,0,25mg L % 0,50mg L%, 1,00 mg L, 2,00 mg L?) e na sua auséncia,

combinado com ANA (1 mg L1), conforme a Tabela 2.
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Tabela 2. Tratamentos com diferentes concentracfes do regulador de crescimento
2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) e ANA (acido naftalenoacético) na
inducéo de calos em embrides zigéticos de seringueira (Hevea spp.).

Tratamentos Concentracdo Concentracgéao
de 2,4-D (mg L") deANA(mgL™?)

T1 0,00 1,00
T2 0,10 1,00
T3 0,25 1,00
T4 0,5 1,00
T5 1,00 1,00
T6 2,00 1,00

ApGs a inoculagdo, o material foi mantido em sala de crescimento, na auséncia
de luz, durante 30 dias. ApoOs este periodo, foi exposto a luminosidade por mais 30
dias. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e seis repeticdes, sendo trés explantes por parcela (frasco).

As avaliagBes foram realizadas a cada 15 dias ap0s seu estabelecimento,
durante 90 dias. As variaveis analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia,
contaminacgdes fungicas e bacterianas, formacéo de calos, coloracéo e consisténcia

dos calos (friavel ou compacto).

3.3 Inducéo da calogénese em segmentos nodais de seringueira (Hevea spp.)

O material vegetativo foi coletado de arvores matrizes do Clone FDR 5865. Em
laboratorio, ele foi dividido em sec¢des caulinares contendo uma gema (Figura 4).
Posteriormente, foi lavado com agua corrente e detergente neutro, durante 5 minutos,
para lixiviacdo dos compostos fendlicos, e entdo lavados em agua destilada e

autoclavada por trés vezes.

Figura 4. Segmentos nodais de Seringueira (Hevea spp.), com aproximadamente 5 mm de
comprimento, com uma gema axilar, utilizado como fonte de explante no cultivo in vitro.
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Em seguida, em camara de fluxo laminar, onde o material foi mergulhado, por
20 minutos, em solucdo de desinfestacdo, composta pelo fungicida Amistar® (0,34 g
L-1) e por cloreto de benzalcénio (0,5 g L), lavado em agua destilada e autoclavada
e imerso em alcool etilico 70% (v/v) por um minuto. ApOs este procedimento, 0s
explantes foram mergulhados em hipoclorito de sddio 2,5% com 3 gotas de detergente
neutro por 10 minutos, seguido de uma triplice lavagem em agua destilada e
autoclavada.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaios (25 X 150 mm) contendo
10 mL de meio de cultura MS, suplementado com PPM® (Plant Preservative Mixture)
(3 ml L), carvéo ativado (1 g L?) e diferentes concentracdes dos reguladores de
crescimento 2,4-D (0,10 mg L1,0,25mgL %, 0,50 mg L?, 1,00 mgL?t, 2,00mgL?t)e
na sua auséncia, combinado com ANA (1,00 mg L?), e geleificados com agar (6 g L
1) ou Phytagel (2 g L), conforme a Tabela 3.
Tabela 3. Tratamentos com diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento

2,4 D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) e ANA (acido naftalenoacético) na
inducao de calos em segmentos nodais de seringueira (Hevea spp.).

Tratamentos Concentragao Concentragao Agente
de 2,4-D (mg L?) de ANA (mgL?t) geleificante

T1 0,00 1,00 Agar
T2 0,10 1,00 Agar
T3 0,25 1,00 Agar
T4 0,50 1,00 Agar
T5 1,00 1,00 Agar
T6 2,00 1,00 Agar
T7 0.00 1,00 Phytagel
T8 0,10 1,00 Phytagel
T9 0,25 1,00 Phytagel
T10 0,50 1,00 Phytagel
T11 1,00 1,00 Phytagel
T12 2,00 1,00 Phytagel

ApoOs a inoculacao, foram mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz,
durante 30 dias. Apdés este periodo, foram transferidos para presenca de luz por mais

30 dias. O delineamento experimental foi fatorial com dois fatores, no qual o fator A
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correspondia a doses de 2,4-D e o fator B, o0 agente geleificante, constituido de 12
tratamentos e doze repeticdes, com um explante por parcela. As variaveis observadas
foram: porcentagem de sobrevivéncia, contaminag¢fes fungicas e bacterianas,

formacéo de calos e coloracéo e consisténcia dos calos (friavel ou compacto).
3.4. Inducéo de calogénese em anteras de seringueira (Hevea spp.)

Botdes florais imaturos (Figura 5.a) foram coletados de &rvores matrizes do
Clone IAC 35. O material coletado foi conduzido ao laboratério e posto em sacos de
filtro de 8 mm x 14 mm x 0,5 mm (Figura 5.b), para melhor manuseio do material, e

imersos em agua destilada e autoclavada.
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Figura 5. a) Botdes florais imaturos de seringueira (Hevea spp.), b) Botdes florais imaturos de
seringueira (Hevea spp.) postos em sacos de filtro.

Em céamara de fluxo laminar, o material foi submetido a desinfestacdo com
etanol 70% (v/v) por 20 segundos e hipoclorito de sédio 2% por 10 minutos. Apés 4
lavagens em solucéo estéril de PVP (1 g L?), os botdes florais foram retirados do filtro
e, com 0 uso de um estereomicroscopio, iniciou-se o processo de extracdo das
anteras, por meio de uma incisdo em um dos lados dos botdes.

As anteras extraidas (Figura 6) foram postas em placa de Petri contendo
solucéo estéril de PVP (1 g L) e posteriormente inoculadas em placas de Petri (90x
15 mm) preenchidas com 40 mL de meio de cultura MS, suplementado com PPM®
(Plant Preservative Mixture) (3 mL L!) e diferentes concentracées dos reguladores de

crescimento, 2,4-D, KIN e de ANA, conforme a Tabela 4.
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Figura 6. Anteras de seringueira (Hevea spp.), com aproximadamente 2 mm de comprimento, utilizadas
como fonte de explante no cultivo in vitro.

Tabela 4. Tratamentos com diferentes concentracdes dos reguladores de crescimento
2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético), KIN (cinetina) e ANA (&cido
naftalenoacético) na inducdo de calos em anteras de seringueira (Hevea
spp.).

Tratamentos Concentracdo de Concentracao Concentracao
2,4-D (mg L) de KIN (mg L1) de ANA (mg L)

T1 0,00 0,00 0,00
T2 1,00 1,00 1,00
T3 1,00 0,00 1,00
T4 0,00 1,00 1,00
TS5 1,00 1,00 0,00
T6 1,50 1,50 1,50
T7 1,50 0,00 1,50
T8 0,00 1,50 1,50
T9 1,50 1,50 0,00

Ap0s a inoculagdo, o material foi conduzido a sala de crescimento, onde ficou
na auséncia de luz durante 30 dias. ApGs este periodo, o cultivo ficou exposto a
luminosidade por mais 30 dias. As avaliacdes foram realizadas ap6s 30 e 60 dias de
cultivo.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 9
tratamentos, constituido de cinco repetices, cada repeticdo consistiu em uma placa
de Petri contendo 5 anteras. As varidveis analisadas foram: porcentagem de
sobrevivéncia, oxidacdo, contaminacgdes fungicas e bacterianas, formacao de calos e

coloragéo e consisténcia dos calos (friavel ou compacto).
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3.5. Inducdo da calogénese em diferentes fontes de explantes oriundas de

plantulas de seringueira (Hevea spp.) germinadas ex vitro

Sementes de seringueira foram coletadas de arvores matrizes do Clone IAC
35. As sementes foram conduzidas para o laboratério, onde foram lavadas com
detergente em agua corrente. Na sequéncia foi efetuada a remocdo do tegumento
das sementes com o auxilio de um descascador de sementes manual, seguido de trés
enxagues das sementes em agua destilada e esterilizada.

Para a cultura de plantulas utilizou-se 300 frascos de vidro com capacidade de
250 ml, contendo algoddo umedecido em agua, ambos esterilizados em autoclave a
121° C e 1,2 atm de presséao, por 15 minutos. Foram selecionadas 300 sementes,
onde cada uma foi colocada dentro de um frasco de vidro (Figura 7). As culturas foram
mantidas sob temperatura de 27 a 30°C, estas eram regadas por pulverizacdo manual
uma vez por dia e o crescimento e o desenvolvimento das plantulas foram

acompanhados diariamente.

Figura 7. Sementes de seringueira (Hevea spp.) com seus tegumentos removidos e postos em frascos
de vidro para germinagéo ex vitro em laboratorio.

Ap6s 15 dias de germinacdo, foi realizado o corte dos explantes sendo
selecionadas 180 plantulas vigorosas, todas no mesmo estagio de crescimento. Cada
plantula foi segmentada em diferentes fontes de explantes: folha, peciolo, gema
apical, caule, intertegumento e raiz. Depois de segmentadas e separadas (Figura 8),
as fontes de explantes foram lavadas com agua corrente e detergente por 10 minutos

e entdo lavadas em agua destilada e autoclavada por trés vezes.
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Figura 8. Plantula de seringueira (Hevea spp.), apés 15 dias de germinacéo, utilizada como fonte de
explantes no cultivo in vitro.

Em camara de fluxo laminar, os explantes foram imersos em solucao alcool
etilico 70% (v/v) por um minuto, seguido de hipoclorito de sédio 2,5% com algumas
gotas de detergente por 5 minutos para explantes foliares, e 15 minutos para as
demais fontes de explantes, seguidos de trés lavagens em agua destilada e
autoclavada.

Os diferentes tipos de explantes (folhas, peciolos, gema apical, caule,
intertegumento e raiz) foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio
de cultura cultura MS1 e MS2, suplementado com PPM® (Plant Preservative Mixture)
(3 mL L) e diferentes combinacgdes dos reguladores de crescimento 2,4-D (2 mg L™Y),
L-Cisteina (125 mg L't) com BAP (1 mg L%, 2 mg L'1), conforme as tabelas 5 e 6.
Tabela 5. Diferentes meios de cultura utilizados para inducdo da calogénese em

diferentes fontes de explantes oriundas de plantulas de seringueira (Hevea
spp.) germinadas em laboratorio.

MEIO Concentracao Concentracéao de Concentracao
de 2,4-D (mg L1) L-Cisteina(mgL?) deBAP (mglL™)
MS1 2,00 125 1,00

MS2 2,00 125 2,00
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Tabela 6. Tratamentos utilizados para as diferentes fontes de explante de seringueira
(Hevea spp.) na inducéo da calogénese.

Tratamentos Meio Explante
Tl MS1 Folha

T2 MS:2 Folha

T3 MS1 Peciolo

T4 MS2 Peciolo

T5 MS1 Gema apical
T6 MS2 Gema apical
T7 MS1 Caule

T8 MS2 Caule

T9 MS1 Intertegumento
T10 MS:2 Intertegumento
T11 MS1 Raiz

T12 MS2 Raiz

ApGs a inoculacéo, foram mantidos em sala de crescimento, na auséncia de luz
durante 30 dias, ap0s este periodo, foram transferidos para presenca de luz, por mais
30 dias. As avaliacdes foram realizadas a cada 30 dias ap0s seu estabelecimento,
durante 90 dias.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, fatorial 2X6 (dois
tipos de meio e seis fontes de explantes), com quinze repeti¢des, totalizando 180
parcelas, com um explante por parcela. As variaveis analisadas foram: porcentagem
de sobrevivéncia, oxidacao, contaminacdes fungicas e bacterianas, formacéao de calos

e coloracéo e consisténcia dos calos (friavel ou compacto).
3.6. Andlises Estatisticas

Apoés testar a normalidade dos erros por meio do teste Kolmogorov—Smirnov, e
a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, as variaveis foram
transformadas, sempre que necessario, pela funcdo: raiz de x +0,5, sendo x o valor
observado. As variaveis foram submetidas a andlise de variancia e, quando o valor de
F foi significativo, utilizou-se a comparacdo das meédias pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade de erro para tratamentos qualitativos. Ja para os tratamentos



41

quantitativos, foi realizada analise de regressdo polinomial ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Foi utilizado o0 pacote estatistico Sisvar (Sistema para Analise
de Variancia) para Windows® versao 5.1 (FERREIRA, 2014). A precisao dos ensaios
foi estimada pelo indice de variacdo (IV), calculado por CV
N, em que o IV é igual ao coeficiente de variacdo (CV) divido pela raiz quadrada do
namero de repeticdes (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009). Os graficos foram elaborados
no Microsoft Office Excel. O calculo da maxima eficiéncia técnica (MET) (valor de X
da variavel independente para o qual Y (variavel dependente) € méaximo) para cada
variavel foi realizado de acordo com metodologia descrita em Storck et al. (2000), por
meio da seguinte férmula: X = -b1 / 2b2, em que: X = ponto da maxima eficiéncia

técnica; bl e b2 = coeficientes da equacéao.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inducéo de calogénese em folhas de seringueira (Hevea spp.)

Apébs 60 dias de incubacdo em sala de crescimento, verificou-se que para a
variavel sobrevivéncia, houve efeito significativo apenas para o fator B (concentracdes
de PPM®, onde a média de sobrevivéncia na presenca desta substancia foi de 93,05%
(Tabela 7). O fator A, que corresponde a diferentes concentracdes de 2,4-D, néo teve

efeito significativo, assim como a interagao entre estes dois fatores.

Tabela 7. Porcentagem de sobrevivéncia de explantes foliares de seringueira (Hevea
sSpp.) em resposta aos tratamentos para inducéo de calogénese.

Sobrevivéncia

Tratamen T
atamento Média

2,4-D* 72,91°
2,4-D + PPM** 93,052

CV (%) 16,44

Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade. * Auxina: 2,4-D - Acido 2,4-diclorofenoxiacético **Biocida: PPM® - Plant Preservative
Mixture.
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Avaliando a oxidacéo fendlica, apds 15 dias de estabelecimento do cultivo in
vitro, observou-se o escurecimento dos explantes (Figura 9) em todos os tratamentos

avaliados.

Figura 9. Oxidacao fendlica em explante foliar de seringueira (Hevea spp.), em resposta aos
tratamentos para inducao de calogénese.

As analises demostraram que para essa variavel houve efeito significativo
apenas para o fator B (uso do PPM®), onde a média de oxidacéo foi de 93,05% na
presenca dessa substancia. O fator A (concentracdes de 2,4-D) ndo teve efeito
significativo, assim como a interagdo entre estes dois fatores. Mesmo nao havendo
diferenca estatistica significativa entre eles, conforme pode ser observado na Figura
10, verificou-se que o uso do PPM® proporcionou uma maior porcentagem de

oxidacao fendlica.
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Figura 10. Porcentagem de oxidacao fendlica em explantes foliares de seringueira (Hevea spp.), em
resposta aos tratamentos para inducéo de calogénese.
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A oxidacdo é um dos mais frequentes problemas enfrentados, especialmente
na fase de estabelecimento do cultivo in vitro de espécies lenhosas. Isso ocorre apés
o ferimento do tecido, em funcdo da acdo de enzimas polifenases com os compostos
fendlicos, resultando na formacéo de quinonas (substancia fitotoxica). Estas podem
inibir o crescimento celular ou até mesmo causar a morte do tecido. Tal problema pode
ser reduzido com o uso de antioxidantes ou de adsorventes destas substancias
liberadas (SATO et al., 2001; AZOFEIFA, 2009).

Avaliando as contaminacdes fungicas e bacterianas, as analises estatisticas
demonstraram efeito significativo apenas para o fator B, ou seja, a presenga de 1 ml
L1 de PPM® no meio nutritivo reduziu a taxa de contaminagdo em todo o experimento,
conforme pode ser observado na Figura 11. O fator A (concentracfes de 2,4-D) néo
apresentou efeito estatistico significativo, assim como a interacdo entre estes dois
fatores. Mesmo ndo havendo diferenca estatistica significativa entre eles, o
procedimento de desinfestacdo empregado durante a fase de manipulagcdo dos
explantes, aliado ao uso do PPM®, mostrou-se eficiente na reducdo das
contaminacgdes, apresentando baixo indice de contaminacdo fungica de 23,61%

(dados nédo apresentados) e auséncia de contaminacao bacteriana (Figura 11).

Porcentagem de Contaminacao

70 y = 2,2942x3 - 16,181x? + 35,53x + 28,057
R?=0,6113
€0 ° e
50 | e @ TTrrrereeeeert ®  Auséncia PPM
40 .
)
® Presenca (1mlL) PPM
30 - Y
o ... o .
20 | @ e y=6,57613-39,077x¢ + 49,673x + 55881 T Polinémio (Auséncia PPM)
R?=0,6294
10 ‘ ® W e Polindmio (Presenca (1 ml L) PPM)
0 [ Y °
0 1 2 3 4 5
-10
-20 TR -
2,4-D (mg L?)

Figura 11. Porcentagem de contaminacdo em explantes foliares de seringueira (Hevea spp.) em
resposta aos tratamentos para inducéo de calogénese.
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Para se obter maior éxito no estabelecimento de condi¢des in vitro de Hevea
spp. por meio de explantes foliares, outros tratamentos assépticos deverdo ser
testados, aliados ao uso do PPM®, a fim de controlar a contaminacéo flngica.

Contaminacdes sao obstaculos a cultura de tecidos de espécies lenhosas,
merecendo atencdo especial. E importante destacar que muitos contaminantes
apareceram apds algumas semanas de cultivo, o que indica a possivel presenca de
microrganismos endofiticos nos tecidos (MROGINSKI et al., 1999; PALU et al., 2011).
Para contornar esse problema, tém-se utilizado o Plant Preservative Mixture® (PPM),
um biocida sintético que contém ingredientes ativos que penetram na parede celular
de fungos e bactérias, inibindo a atividade de enzimas chaves do metabolismo de
ciclos centrais, como a do acido citrico e a cadeia transportadora de elétrons, e com
isso consegue neutralizar e impedir o crescimento destes micro-organismos (PLANT
CELL TECHNOLOGY, 2015).

O PPM® é uma substancia relativamente nova, o seu uso tem sido satisfatério
na eliminacdo de contaminantes em varias espécies na cultura de tecidos vegetais.
Em Pongamia pinnata, o estabelecimento de culturas assépticas é limitado pelas
contamina¢des microbianas. Nesta espécie, s6 € possivel estabelecer culturas
assépticas com o uso do PPM® e Cefotaxima (SUJATHA; HAZRA, 2007).

Compton e Koch (2001), estudando o efeito de diferentes dosagens dessa
substancia na organogénese in vitro de meldo (Cucumis melo L.), petunia (Petunia
Juss) e tabaco (Nicotiniana L.), verificaram que, dependendo da espécie, as diferentes
dosagens do biocida podem ou ndo afetar a regeneracdo in vitro, ou seja, cada
espécie tera uma resposta morfogenética diferente. No presente estudo foi utilizado
uma dosagem constante deste biocida (1 ml L), sdo necessarios outras pesquisas
com dosagens mais baixas pra verificar o efeito dessa substancia sobre o
estabelecimento de condicdes in vitro, em explantes foliares de Hevea spp.

Com relacédo a formacao calogénica, observou-se diferenca significativa para
esta variavel entre os tratamentos empregados. A inducgéo de calo ocorreu em apenas
um explante, iniciando sua formacdo apds 30 dias de cultivo. Apesar da baixa
frequéncia de resposta, o tratamento contendo 1 mg L* de 2,4-D e 1 ml L de PPM®
formou um calo, que apresentou consisténcia compacta e coloragéo branca (Figura
12).
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Figura 12. Formacéo de calo a partir de explante foliar de seringueira (Hevea spp.) apos 60 dias de
incubacdo em meio de cultura MS suplementado com 1 mg L' de 2,4-D e 1 ml L'* de PPM.

Apos 60 dias de cultivo, o calo foi transferido para o meio de cultivo MS de
mesma formulacdo de origem, a fim de promover continuidade em seu

desenvolvimento. Porém, este oxidou e morreu apds 90 dias de cultivo (Figura 13).

Figura 13. Explante foliar de seringueira (Hevea spp.) com a presenca de calo oxidado, ap6s 90 dias
de incubac&o em meio de cultura MS.

Martins et al. (2001) relatam que a intensidade de calo € maior quando utilizada
a superficie abaxial do disco foliar. Ferradine et al. (1996) utilizaram o mesmo tipo de
explante e obtiveram bons resultados na calogénese de macieira M.26 (Malus sp.).
Bartish e Korkoroi (1997) relataram que o uso da superficie abaxial da folha em
contato com o meio foi mais efetivo na formacéo de brotos em Malus sp.

O uso da auxina acido 2,4-D associado a outros reguladores de crescimento
vegetal, como &cido indolacético (AIA), acido indolbutirico (AIB), &cido
naftalenoacético (ANA), cinetina (KIN) e benzilaminopurina (BAP), em explantes
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foliares e gemas axilares, foi eficiente na formacédo de calos em Hevea brasiliensis,
apesar da nao regeneracado destes em de embrides sométicos (MENDANHA et
al.,1998).

Segundo Torres e Caldas (1990), concentracdes elevadas de auxinas podem
inibir, dependendo da espécie, a formacédo de calos friaveis em tecidos foliares. Por
outro lado, Werner et al. (2007) ultilizaram foliolos de Caesalpinia echinata e
observaram resultados positivos quanto a formacao de calos, quando usadas altas
concentragées da auxina 2,4-D (5, 10, 20, 50 e 100 mg L). Esses resultados apontam
gue concentracées maiores podem ser usadas para a inducao da calogénese. As
auxinas sao capazes de iniciar a divisdo celular e controlar os processos de
crescimento e alongamento celular. O 2,4-D tem efeito no metabolismo do RNA,
induzindo a transcricdo de RNAs mensageiros capazes de decodificar proteinas para
0 crescimento, e podem induzir a proliferagédo celular desordenada (GEORGE,1996).

Para a espécie estudada, infere-se que o uso de altas concentracfes do 2,4-
D néo favoreceu a formacéo de calos. Contudo, estudos relatam que apesar do 2,4-D
ser a auxina sintética mais comumente utilizada para a inducéo de calos, em explantes
foliares tem sido reportado sua atividade fitotoxica (COSTA et al., 2008).

Corroborando esta afirmacao, o uso de 2,4-D em explantes foliares de pimenta
longa (Piper hispidinervum) néo foi efetivo para a calogénese e apresentou efeito
toxico sobre o explante (COSTA et al., 2008). E ainda, Albino et al. (2010) verificaram
gue o uso do 2,4-D promoveu a calogénese em explantes foliares de insulina vegetal
(Cissus sicyoides) apos 45 dias, porém apdés este tempo 0s explantes comecaram a
necrosar e morreram.

De acordo com Preece (2008), o desenvolvimento de calo pode ser
independente de auxinas e citocininas, dependente de auxinas, dependente de
citocininas ou dependente de ambas. Algumas espécies sdo induzidas apenas com
2,4-D, enquanto outras necessitam da combinacdo de diferentes fitorreguladores,
como acido indolacético (AlA), 6-benzilaminopurina (6-BAP) e acido naftalenoacético
(ANA) (NEWMAN et al., 1996).

No caso da espécie estudada, provavelmente a inducdo de calo pode ser
dependente de um balanco hormonal intermediario de auxinas e citocininas. Assim,
infere-se que as diferentes concentragdes do regulador de crescimento 2,4-D (0,1 mg
L1, 0,25 mg L% 05mgL?t 1mglL? 2mgL?), combinados com ANA (1 mgL?Y) e
BAP (1 mg L?), testadas no meio de cultura nédo foi suficiente para balancear o
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contetdo enddgeno de citocinina/auxina do explante, interferindo na formacédo de
massa calogénica. Este fato provavelmente explica o baixo indice de formacgdo de
calos ao final do experimento. O presente resultado corrobora com o estudo de Londe
(2005), o qual descreve que a auxina 2,4-D testada em explantes de cajui
(Anacardium humile A. St.-Hil.) ndo promoveu efeito significativo na formacéo de

calos.
4.2. Inducdo da calogénese em embrides zigéticos de seringueira (Hevea spp.)

No presente estudo, o processo de desdiferenciacéo e inducdo de calos em
embribes zigdticos de Hevea spp. se iniciou apés 15 dias de cultivo, com o
intumescimento dos embrides e a formacao de 29,5% de calos em meio nutritivo.
Passados 90 dias de estabelecimento, ndo foram observadas oxidacfes e nem
contaminagdes, sendo estas umas dos principais obstaculos ao cultivo in vitro de
espécies lenhosas. Em consequéncia disto, a média de sobrevivéncia dos embrides
cultivados foi de 74% (Tabela 8). Ao final do experimento, todos os tratamentos
empregados promoveram a formacéo de calos nos explantes em média de 38%, néo

sendo observadas diferencas estatisticas entre eles (Tabela 8).

Tabela 8. Porcentagem de sobrevivéncia e formacéo de calos em embrides zigoticos
de seringueira (Hevea spp.), em resposta aos tratamentos para inducéo de

calogénese.

Sobrevivéncia Calos

Tratamento — —
Média Média

T1 832 222
T2 662 382
T3 612 442
T4 782 442
T5 832 552
T6 722 272
Média geral (%) 74 38

Médias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

Apesar de nao ocorrerem diferencas significativas entre os tratamentos
utilizados, pode-se dizer que o tratamento contendo 1 mg L de 2,4-D combinado com
1 mg Lt de ANA (T5) possibilitou melhores resultados tanto para sobrevivéncia (83%)
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dos explantes quanto para formagéo de calo (55%), conforme pode ser observado na

T1 T2 T3 T4 T5 T6
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Figura 14. Porcentagem de sobrevivéncia e formacéo de calos em embrides zigoticos de seringueira
(Hevea spp.), em resposta aos tratamentos para inducao de calogénese.

O processo de desdiferenciacdo ocorreu a partir da regido proximal dos
embrides zigoticos, mediante a ruptura e posterior formacédo de calos primarios de
coloracdo marrom claro, e que apresentaram consisténcia compacta e caracteristicas

nao embriogénicas (Figura 15).

Figura 15. Embrido zigético de seringueira (Hevea spp.) apos 90 dias de incubacdo em meio de cultura
MS suplementado com 1 mg L1 de 2,4-D (Acido 2,4-diclorofenoxiacético) combinado com 1
mg Lt de ANA (Acido Naftalenoacético), com a formacdo de calo compacto de cor marrom
claro.

A utilizacdo de embrides zig6ticos como explante apresenta vantagens. Além

da elevada capacidade de expressar sua totipoténcia pela constituigdo meristematica,
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€ possivel obter embrides em larga escala, sua colheita pode ser facilitada e ainda
reduzir a ocorréncia de contaminagdes microbianas (TEIXEIRA et al., 1993). Por este
motivo, a maioria dos programas de embriogénese somatica tem utilizado embrides
zigéticos como fonte de explante em diferentes espécies: Bactris gasipaes Kunth
(STEINMACHER et al., 2007), Coffea arabica L. (LACERDA et al., 2015), Elaeis
guineensis Jacq. (GOMES et al., 2016), Jatropha curcas L. (VASCONCELOS, 2016),
Zea mays (SALGADO et al., 2017). Zhou et al. (2010) desenvolveram um protocolo
eficiente de micropropagacao via embriogénese somatica para H. brasiliensis através
de explantes de segmentos radiculares oriundos de plantulas germinadas in vitro.

Embrides zigodticos sdo excelentes explantes para propagacao clonal in vitro,
por sua natureza juvenil e seu alto potencial regenerativo, 0 seu emprego pode
contribuir para superacao de barreiras genéticas a germinacao, producéo de plantas
assépticas, elucidacdo de aspectos inerentes a nutricdo. Rekha et al. (2014) relataram
o desenvolvimento de plantas transgénicas para a proteina osmotina, que confere
tolerdncia aos estresses abidticos, como a seca e frio em Hevea brasiliensis. Para
realizar a transgenia foi necessario a obtencdo de calos embriogénicos obtidos de
embrides imaturos que cresceram em meio MS contendo AG? (3 mg.L ), Kin (3 mg L
1) e Zeatina (0,4 mg L1).

Estudos realizados com inducdo de calos reportam o intumescimento e
aumento do volume dos embrides zigoticos a partir de quatro semanas de cultivo,
conforme observado por Silva et al. (2010) para Elaeis guineensis (dendezeiro) e por
Padilha (2013) em Acrocomia aculeata. Ainda, Luis e Scherwinski-Pereira (2014)
afirmam gue durante a inducdo de embriogénese somatica em Acrocomia aculeata os
embribes zigodticos cultivados em meio adicionado de Picloram mostraram
crescimento duas vezes maior, com a dilatacdo, seguida de formacdo de calos

primarios.

A dilatacdo da regido proximal e distal do embrido zigético € importante e
comumente observada no processo de inducdo de embriogénese somatica, pois o
intumescimento do explante apresenta um papel fundamental para a divisédo celular,

além de resultar na formacgé&o dos calos embriogénicos (BENKIRANE et al., 2000).

A formacéo de calos primarios depende da espécie estudada. PEREIRA et al.
(2004) verificou que a formagéo dos calos em Uncaria tomentosa ocorreu ao final de

45 dias de cultivo. Para Acrocomia aculeata, esta formacgao calogénica foi verificada
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somente aos 90 dias de cultivo (LUIS; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2014). Enquanto
que, para a espécie estudada no presente trabalho, a formacao de calos primarios foi

constatada apds 15 dias de cultivo.

Segundo Fernando et al. (2001), o inicio do processo de alteracdo dos
embrides zigoticos para calos primarios se da por meio de divisbes celulares que
ocorrem geralmente em células meristematicas, por serem multipotentes e
potencialmente originarem outras células embriogénicas, como observado nos
estudos em Bactris gasipaes, Mendicago trunulata e Capsicum chinense,
respectivamente (ALMEIDA et al., 2012; WANG et al., 2011; SANTANA-BUZZY et al.,
2009). O grande problema envolvido na producédo de embrides somaticos passando
pela fase de calos pode levar a ocorréncia de varia¢cdes somaclonais, por se tratar de

uma condi¢do de multiplas divisbes (GHANTI et al., 2010).

A inducéo de calo é dependente de um balanco hormonal intermediario de
auxinas e citocininas (PREECE, 2008). No presente trabalho foi observado que em
todos os tratamentos os calos apresentaram textura compacta e coloracdo marrom
claro, o que pode ser um indicativo de alta atividade auxinica (TERMIGNONI, 2005).
Apesar da baixa frequéncia de resposta a inducédo de calos em embribes zigoticos
(38%) no presente estudo, outras combinagcdes ou outros tipos de fitorreguladores
precisam ser testados, aliados ao 2,4-D combinado com ANA, a fim de induzir calos

friaveis e embriogénicos nesta espécie.

4.3 Inducéo da calogénese em segmentos nodais de seringueira (Hevea spp.).

Durante o periodo observado (90 dias), verificou-se uma baixa taxa de
sobrevivéncias dos explantes em todos os tratamentos, com uma média de apenas
5,55% de explantes vivos. Porém, houve efeito significativo na interacédo entre os dois
agentes geleificantes testados (p.<0,05), no tratamento utilizando 0,1 mg L1 de 2,4-D,

conforme pode ser observado na Tabela 9.
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Tabela 9. Porcentagem de sobrevivéncia em segmentos nodais de seringueira (Hevea
Spp.), em resposta aos tratamentos para indugéo de calogénese.

2,4-D* Agente Geleificante

(mg L?) Agar Phytagel
0 08,332 0@
0,1 25,002 Qb
0,25 02 08,332
0,5 08,332 02
1 02 16,662
2 0@ 02

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade. * Auxina: 2,4-D - Acido 2,4-diclorofenoxiacético.

O agente geleificante € fundamental no cultivo in vitro sobre meios nutritivos
semi solidos, considerando que estes devem ser firmes o suficiente para suportar as
plantas, sem ser rigido demais para inibir a difusdo de 4gua e nutrientes (CID, 2001).
A maioria dos trabalhos conduzidos in vitro utiliza como o geleificante o agar, agente
de natureza polissacaridica produzido por algas (Gelidium amansii) (CID, 2001). Um
geleificante alternativo ao agar é o Phytagel, um hetero polissacarideo produzido pela
bactéria Pseudomonas elodea. Quando comparado com o &gar € considerado com
maior grau de pureza (GEORGE, 1993), por ser isolado a partir de um Unico
organismo, o Phytagel € altamente purificado ndo contendo contaminantes
(CHEVREAU et al., 1997).

A preferéncia por um ou outro agente de solidificacdo depende da espécie e
das condi¢cdes de cultivo. Williams e Taji (1987) encontraram maior percentagem de
sobrevivéncia no solidificante Phytagel® do que no agar, em culturas de varias
espécies lenhosas, como o Eucalyptus grandis, por exemplo. Burgos e Aburquerque
(2003) ressaltam que a resposta das plantas aos agentes geleificantes pode variar de
acordo com a espécie vegetal ou mesmo entre genétipos de uma mesma espécie.

Carvalho et al. (2004) testaram os agentes solidificantes agar (6 g.L?') e
Phytagel® (2 g.L ') no estabelecimento in vitro do caquizeiro (Diospyros kaki, L.) e
recomendaram o agar como o melhor agente solidificante para o meio de cultivo deste
género, resultando em maior nimero de brotos regenerados.

Em estudos realizados por Minamiguchi (2013), avaliando diferentes agentes
geleificantes no cultivo in vitro de micropropagulos de batata-doce (Ipomoea batatas
L.), verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre os agentes geleificantes

Phytagel® e agar para essa espécie.
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Durante o procedimento de cortes dos seguimentos nodais de seringueira para
posterior desinfestacéo, observou-se o exsudado de latex, caracteristico da espécie,
no material vegetativo. Essas injarias causadas aos tecidos tiveram reflexos na
oxidacao fendlica (74,3%), possivelmente como resposta celular ao estresse causado,
ja que ferimentos podem estimular a atividade da fenilalanina amonialiase, a qual esta
relacionada a formacao de compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2004); mas, também,
em funcdo do tipo de explante inoculado, pois os segmentos eram semi-lenhosos,
favorecendo a oxidacéo e reacdo mais ativamente com o hipoclorito de sédio. Como
alternativa, optou-se pelo uso do composto antioxidante carvdo ativado (1 g L),
adicionado ao meio de cultura, o qual n&o foi eficiente, pois cerca de 74,3% de todo o
experimento apresentou oxidacdo fendlica, proporcionando efeito significativo

estatisticamente (p.<0,05) (Figura 16).
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Figura 16. Porcentagem de oxidacdo em segmentos nodais de seringueira (Hevea spp.) apés 90 dias
de incubagcdo em meio de cultura MS, em resposta aos tratamentos para inducdo de
calogénese.

A oxidacgdo fendlica € um fator comum em cultivo de espécies lenhosas, sendo
estes compostos, muitas vezes, produzidos em areas injuriadas dos explantes
(ANDRADE et al., 2000). Os antioxidantes quimicos mais utilizados sdo carvao
ativado, acido ascorbico e PVP (GEORGE, 1996). Para Ledo et al. (2002), além de
ferimentos e outros fatores inerentes ao explante, a oxidacdo pode ser provocada
pelos proprios reguladores de crescimento, e no caso da espécie estudada, a

exsudacao do latex pode ter influenciado nesse processo.
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De forma geral, as oxida¢des n&o inviabilizam o desenvolvimento dos calos,
sobretudo quando ocorrem em manchas isoladas ou de forma branda (GOLLE, 2010),
porém este fato ndo foi observado neste estudo. Apesar do uso do antioxidante
carvao ativado e a cultura ter sido deixada na penumbra, observou-se que, apos 60
de estabelecimento deste cultivo, os explantes estavam oxidados, iniciando o
processo de necrose (Figural?), onde cerca de 52% de todos explantes necrosaram
ao final do 90 dias de observacdo. A andlise deste resultado mostrou efeito

significativo estatisticamente (Figura 18).

Figura 17. Segmentos nodais de seringueira (Hevea spp.) ap6s 60 dias de incubagdo em meio de
cultura Ms, em processo de oxidag&o e necrose.
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Figura 18. Porcentagem de necrose em segmentos nodais de seringueira (Hevea spp.) apoés 90 dias
de incubagdo em meio de cultura Ms, em resposta aos tratamentos para inducdo de
calogénese.

Em um estudo com pau-brasil (Caesalpinia echinata) também realizado na
penumbra, o carvao ativado foi o tratamento que melhor controlou a oxidagdo, mas
nao favoreceu a formacao de calo, ou seja, nem a auséncia de luz nem a utilizagéao
de antioxidantes evitaram a oxidacdo dos explantes (WERNER, 2009). Caso

semelhante foi observado por Biasi et al. (1994), que ao trabalhar com a propagacéo
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de abacateiro in vitro, relataram que os antioxidantes (acido ascorbico ou acido citrico
nas concentracées de 100 e 200 mg L) ndo foram eficientes para essa cultura.
Necrose e oxidacdo dos explantes costumam ser relatadas como um dos aspectos
mais importantes relacionados com a cultura de tecidos de algumas espécies de
plantas, em especial as espécies lenhosas.

Xavier et al. (2009) apontaram as contaminacdes e a oxidacao fendlica como
0S principais agentes que afetam o sucesso do estabelecimento de cultivos in vitro em
espécies florestais, considerando que niveis reduzidos de contaminacdo e de
oxidagao nao inviabilizam a cultura de tecidos.

No presente estudo, as perdas por contaminacdo durante a fase de
estabelecimento in vitro dos segmentos nodais de seringueira (Hevea spp.)
alcancaram 9,7% para contaminacdo fungica, e 84,02 % para contaminacao
bacteriana (Figura 19). Deste modo, a analise realizada para contaminacfes
apresentou efeito significativo apenas para contaminagéo bacteriana (Figura 20).
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Figura 19. Porcentagem de contaminacao flngica e bacteriana em segmentos nodais de seringueira
(Hevea spp.), em resposta aos tratamentos para inducdo de calogénese.
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Figura 20. Porcentagem de contaminagdo bacteriana em segmentos nodais de seringueira (Hevea
spp.), em resposta aos tratamentos para inducéo de calogénese.

De acordo com George (1993), taxas elevadas de contaminacéo bacteriana
sdo comumente encontradas em espécies lenhosas cultivadas in vitro, as quais séo
dificeis de se estabelecer, quando provenientes do campo. Niedz e Baushier (2002)
ressaltam que a contaminag¢do microbiana € a principal causa de perdas de plantas
cultivadas in vitro. A maioria dos trabalhos de cultivo in vitro tem utilizado material
jovem como fonte de explante, em virtude do baixo nivel de contaminacdo e do
elevado potencial morfogenético (BARCELO-MUNOZ et al., 1999).

No presente trabalho observa-se que 8 explantes sadios foram obtidos ao final
deste experimento, provavelmente este fator pode ter influenciado ao néo
aparecimento de calos. Os altos indices de oxidacdo (74,3%) e contaminacao
(94,44%) encontrados podem ter prejudicado a calogénese, ja que ndo se obteve um
indice satisfatorio de explantes sadios.

Para Wang et al. (2006), 2,4-D costuma ser a auxina mais eficiente na
formacdo de calos em diferentes tipos de explantes cultivados in vitro. Apesar de
bastante citado na literatura, devido aos seus efeitos benéficos na indugéo de calos
para diversas espécies de plantas como Byrsonima intermedia Juss. (NOGUEIRA et
al., 2007), Cecropia glaziovii (ALVES, 2010), Campomanesia xanthocarpa O. Berg
(SILVA, 2016).
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4.4. Inducéao de calogénese em anteras de seringueira (Hevea spp.)

Para este experimento ndo foi observado respostas em nenhum dos
tratamentos, todos os explantes oxidaram nos primeiros 15 dias de estabelecimento
do cultivo in vitro, e apos 45 dias esta oxidacdo causou a morte de 100% dos explantes
(Figura 21), ndo sendo possivel a inducdo de calos e, consequentemente, fazer a

analise estatistica.

Figura 21. a) Antera de seringueira (Hevea spp.) recém extraida e estabelecida no cultivo in vitro. b)
Antera de seringueira (Hevea spp.) apds 45 dias de cultivo in vitro, apresentando oxidagéo e
morte dos explantes.

Aos 30 dias de cultivo ndo ocorreu formagao de calos neste experimento.
Além disso, houve, no decorrer do tempo, a perda de coloragéo dos explantes e o seu
escurecimento, indicando a oxidacdo dos mesmos. E possivel deduzir que o
procedimento asséptico empregado neste experimento, apesar de ter sido eficiente
para o controle das contaminacdes, promoveu a oxidagao dos explantes, interferindo
assim no processo de calogénese e levando-os a morte.

O sucesso da técnica de micropropagacdo tem como ponto de partida a
recomendacao de um protocolo de assepsia (eficiente) e o estabelecimento in vitro
com um maior nimero de explantes assépticos, menor producdo de compostos
fendlicos (oxidacao) e maior sobrevivéncia dos explantes para as etapas seguintes.
Segundo Grattapaglia e Machado (1998), o estabelecimento de uma cultura asséptica
é a fase mais critica da micropropagacao.

O problema de oxidacéao fendlica € comum em espécies lenhosas e pode ser
reduzido com o uso de antioxidantes, adsorventes destas substancias liberadas ou

com a substituicdo do agente desinfetante. Em algumas espécies, este agente é
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responsavel por majorar o problema de escurecimento do tecido. Este é o caso de
explantes de Syzygium cuminii (YADAV et al., 1990) e de Anacardium occidentale
(JHA e DAS, 2004; ALIYU, 2005). Quando a participacdo do agente desinfetante no
problema de oxidacdo € evidente, outros agentes devem ser testados. Assim,
Seneviratne e Wijesekara (1996), que trabalharam com surtos de Hevea brasiliensis
para o seu estabelecimento in vitro, descobriram que a desinfec¢cdo dos explantes
com hipoclorito de sodio (NaOCI), em diferentes concentracfes, promoveu
escurecimento de tecidos e a exsudacao de fenois. Por sua vez, o uso de cloreto de
mercurio (HgClz) como agente desinfetante causou menos problemas de
escurecimento nos tecidos. Em Strelitzia reginae, o uso de 0,3% de HgCl2 foi menos
prejudicial do que 9% de hipoclorito de célcio (ZIV; HALEVY, 1983).

Em um estudo realizado por Pasqual et al. (2002), com inducdo de calos em
anteras de café (Coffea arabica L.), a melhor assepsia das anteras foi obtida em
hipoclorito de sédio (NaOCI) 2% durante 15 min; o uso do PVP na dosagem de 200
mg.L? otimizou a formacdo de calos, bem como diminuiu a oxidag¢do. Porém, no
presente estudo, a assepsia realizada em hipoclorito de sédio 2% por 10 minutos e o
1 g L de PVP (polivinilpirrolidona) ndo foi eficiente pra controlar a oxidagdo na
espécie estudada (Hevea spp.).

Vale ressaltar um estudo realizado com Hevea brasiliensis Mueel Arg. por
Srichuay et al. (2014), no qual flores masculinas foram assepticamente abertas e as
anteras foram retiradas para cultura em meio de inducdo de calo suplementado com
5% de sacarose, 1 mg L de 2,4-D, 1 mg L* KIN e 1 mg Lt ANA, resultaram em
86,25% de inducédo de calos. Tal protocolo foi ultilizado no presente estudo, porém,
pode-se dizer que a falta de um protocolo asséptico eficiente interferiu na inducéo da
calogénese na especie estudada.

De acordo com GEORGE, (1993) a concentracao e o tempo de exposi¢cao aos
desinfestantes dependem do material vegetal, e diferentes partes da planta
apresentam respostas variadas quanto a sensibilidade dos tecidos. Uma
desinfestacdo eficiente elimina os microrganismos e ndo causa danos ou morte aos
tecidos. Contudo, os efeitos benéficos e modo de acédo do hipoclorito de sodio no
cultivo in vitro de vegetais ndo estdo bem elucidados, sendo foco para futuros estudos

a serem desenvolvidos.
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3.5. Inducdo da calogénese em diferentes fontes de explantes oriundas de
plantulas de seringueira (Hevea spp.) germinadas ex vitro

Apébs 90 dias de incubacdo em sala de crescimento, verificou-se que para a
variavel sobrevivéncia, houve efeito significativo apenas para o fator B, diferentes
fontes de explantes, onde a média de sobrevivéncia foi de 58,88% (Tabela 10). O fator
A, que corresponde aos dois meios de cultura testados, ndo teve efeito significativo,

assim como a interacao entre estes dois fatores.

Tabela 10. Porcentagem de sobrevivéncia das diferentes fontes de explantes de
seringueira (Hevea spp.) em resposta aos tratamentos para inducdo de

calogénese.
Fonte de Explante Sobrevivéncia
Gema apical 76,6720
Caule 73,33°
Folha 90%
Peciolo 1002
Intertegumento o¢
Raiz 13,33¢
Média (%) 58,88

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

Ap6s 30 dias de estabelecimento do cultivo in vitro, foi observado o
escurecimento em algumas fontes de explantes (Figura 22), caracteristico de
oxidagéo fendlica.
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Figura 22. Oxidacao fendlica em diferentes explantes (peciolo (a), gema apical (b), caule (c)) de
seringueira (Hevea spp.) apos 30 dias de estabelecimento do cultivo in vitro.

As analises demostraram que para esta variavel houve efeito significativo para
a interacao deste dois fatores (meio de cultura e fontes de explantes), conforme pode

ser observado na Figura 23, onde a média de oxidacéao fendlica foi de 55,56%.
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Figura 23. Porcentagem de oxidacdo em diferentes fontes de explantes de seringueira (Hevea spp.)
apos 90 dias de incubacdo em meio de cultura MS, em resposta aos tratamentos para inducao
de calogénese.

A oxidacdo é um dos mais frequentes problemas enfrentados, especialmente
na fase de estabelecimento do cultivo in vitro de espécies lenhosas. Sendo estes
compostos, muitas vezes, produzidos em areas injuriadas dos explantes (ANDRADE
et al., 2000). Além de ferimentos e outros fatores inerentes ao explante, a oxidacéo
pode ser provocada pelos proprios reguladores de crescimento (LEDO et al., 2002),



60

no caso da espécie estudada, a exsudacdo do latex pode ter influenciado nesse
processo.

As perdas por contaminacdo durante a fase de estabelecimento deste
experimento alcancaram 31,66% para contaminacdo fungica e 17,22% para
contaminacdo bacteriana (Figura 24). As analises estatisticas demonstraram efeito
significativo apenas para o fator A, diferentes fontes de explantes, conforme pode ser
observado na Figura 24. O fator B (MS1 e MS2) ndo apresentou efeito estatistico

significativo, assim como a interacao entre estes dois fatores.
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Figura 24. Porcentagem de contaminacao fungica e bacteriana em diferentes fontes de explantes de
seringueira (Hevea spp.) ap6s 90 dias de incubacdo em meio de cultura MS, em resposta aos
tratamentos para inducdo de calogénese.

As contaminacdes e a oxidagdo fendlica vém sendo relatadas como o0s
principais gargalos do estabelecimento de cultivos in vitro em espécies florestais,
considerando que niveis reduzidos de contaminacao e de oxidacdo nao inviabilizam a
cultura de tecidos (XAVIER et al.,2009). Vale ressaltar que muitos contaminantes
apareceram apo0s algumas semanas de estabelecimento do cultivo in vitro, o que
indica a possivel presenca de microrganismos endofiticos nos tecidos (MROGINSKI
et al., 1999; PALU et al., 2011). Em virtude do baixo nivel de contaminacédo e do
elevado potencial morfogenético, tem-se utilizado material juvenil como fonte de
explante (BARCELO-MURNOZ et al., 1999).

O processo de desdiferenciacao e inducao de calos no presente estudo com
Hevea spp. iniciou-se apos 15 dias de cultivo, com o intumescimento dos explantes

cultivados (Figura 25).
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Figura 25. Explante foliar (a) e gema apical (b) de seringueira (Hevea spp.) entumecidos, apds 15 dias
de cultivo, em resposta aos tratamentos para inducdo de calogénese.

Estudos realizados com inducdo de calos em embribes zigoticos citam o
intumescimento e aumento do volume dos explantes cultivados, conforme observado
em Elaeis guineensis (SILVA et al., 2010) e Acrocomia aculeata. (PADILHA, 2013).

Passados 90 dias de estabelecimento, os tratamentos empregados
promoveram 47,77 % de formacdo de calos, nas diferentes fontes de explantes
testadas, sendo observadas diferencas estatisticas significativas para interacdo dos
fatores analisados, conforme pode ser observado na Figura 26.
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Figura 26. Porcentagem de formacao de calos em diferentes fontes de explantes de seringueira (Hevea
spp.) apods 90 dias de incubagdo em meio de cultura MS, em resposta aos tratamentos para
inducdo de calogénese.

Em todos os tratamentos testados pode-se observar (Figura 20) que o meio de
cultura MS1, suplementado de 2,4-D (2 mg L1), L- Cisteina (125 mg L ') e BAP (1 mg
L1), proporcionou melhor inducdo de massa calogénica, com média de 31,11%,
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enguanto o meio MSz, suplementado de 2,4-D (2 mg L?), L-Cisteina (125 mg L) e
BAP (2 mg L1), proporcionou apenas 16,66%, em média.

O calo pode ser classificado de acordo com as formas que apresente. Godoy-
Hernandez e Vazquez-Flota (2006) relatam que quando o tecido formado por células
sobrepostas que, ao toque, se desagregam em células ou grupos de células, estes
sdo determinados como calos friaveis, 0s quais sdo promissores quando se busca a
embriogénese somatica (FLORES, 2006). Por outro lado, quando este apresenta
massa celular com aspecto aveludado, formada primariamente a partir do explante
inicial, composto por células compactadas entre si, formando um tecido resistente ao
corte ou a fragmentacao, séo determinados calos compactos (GEORGE et al., 2008).

Dentre os explantes testados, os foliares propiciaram maiores médias de massa
calogénica (90%), seguidos de gema apical (30%), peciolo (20%) e caule (3,33%),
apesar de nao sofrerem completa desdiferenciacédo em seus tecidos, apresentando,
ao final do terceiro més de cultivo, um aspecto de formagédo calogénica pouco friavel,
onde foram observados grupos de aglomerados compactos, com coloracdo variando
de bege, marrom claro e branco, como podem ser observados na figura 27. Estas
caracteristicas podem ser resultantes da influéncia dos reguladores e/ou das
diferentes fontes de explantes utilizadas.

Figura 27. Explante foliar (a), gema apical (b), peciolo (c) e caule (d) de seringueira (Hevea spp.) apos
90 dias de incubacdo em meio de cultura MS com a presenca de calos compactos com
coloracédo variando de bege, marrom claro e branco.
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Castro et al. (2009) relatam que as folhas sédo os melhores explantes para a
inducao de calos em barbatim&o (Stryphnodendron adstringens), e que os melhores
resultados foram obtidos na auséncia de luz. Porém, Werner et al. (2009) néo
verificaram diferencas significativas na porcentagem de formacéo de calos em foliolos

jovens e juvenis de pau-brasil (Caesalpinia echinata) cultivados na luz e no escuro.

Em algumas espécies, a inducdo de calos é possivel apenas com 2,4-D,
engquanto outras necessitam da combinacdo de diferentes reguladores, como AlA,
BAP e ANA (NEWMAN et al., 1996). Alves (2010) relatou a formacéo de calos fridveis
em peciolos, folhas e estipulas de embauba (Cecropia glaziovii), em meio contendo
2,4-D combinado de BAP. O mesmo autor observou que os calos originados dos
peciolos eram de coloracdo amarela clara. Em estudos realizados com seringueira,
2,4-D apresentou eficiéncia na inducéo de calos, o que tem sido relatado por muitas
pesquisas (JAYASREE et al., 1999; KOUASSI et al., 2008; SOBHA et al., 2003; ZHOU
etal., 2012). Assim, o presente estudo sugere que outras combinac¢des ou outros tipos
de fitorreguladores precisam ser testados, aliados ao uso de 2,4-D, L-Cisteina e BAP,

a fim de induzir calos friaveis e embriogénicos nesta espécie.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados neste trabalho é possivel concluir que:

1. A oxidacgédo fendlica é um dos principais problemas para a obtencao de calos
em seringueira, independente da fonte de explante utilizada,

2. Embrides zigoticos sdo explantes promissores para a calogénese;

3. Explantes oriundos de tecido jovens apresentam maior porcentagem de
formacao calogénica;

4. As contaminac¢des enddgenas sao mais encontradas em segmentos nodais de
plantas adultas.

5. As contaminac¢des endogenas, aliadas a oxidacdo fendlica, inviabilizaram a
formacéo de calos em explantes de seringueira.

6. As anteras deste género sdo sensiveis ao tratamento de desinfestagcdo com
hipoclorito de sédio 2%. Assim, recomenda-se 0 uso outra substancia
desinfestante, que possua menor efeito oxidativo, ou o0 uso de dosagens mais
baixas de hipoclorito de sédio.

7. Explantes de folha, gema apical e peciolo, oriundos de plantulas germinadas
no laboratério, proporcionaram maior porcentagem de calos na espécie
estudada.

8. Todos os calos obtidos no presente estudo apresentaram aspecto compacto.
Sendo assim, estudos futuros, com o objetivo de obter calos friaveis, devem se
concentrar no uso de explantes oriundos de tecidos jovens.
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