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Resumo- O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito de duas citocininas (BAP e cinetina) em
combinacdo com uma auxina (2,4-D) como agentes promotores da calogénese em A. cochliacarpos.
Plantulas cultivadas em meio WPM foram selecionadas e utilizadas como doadores de explantes (raiz,
hipocdtilo e folhas). Os explantes foram inoculados em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) adicionado de
vitaminas, mio-inositol, 30 g. L-1 de sacarose, 7g.L-1 e acrescido de 2,4-D (2,5uM) em combinacdo com
BAP ou Cinetina nas concentracdes de 0,4 e 4,0 uM e subcultivados a cada 60 dias. Os ensaios com 0s
diferentes horménios vegetais e fontes de explantes diferentes foram avaliados quanto a influéncia do
namero de subcultivos na producéo de biomassa dos mesmos através a avaliacdo da biomassa fresca. Os
resultados obtidos indicam uma maior producdo de biomassa nos calos de raiz em meio MS + 4,0uMBAP e,

para os calos de hipocotilo, em meio MS + 4,0uM cinetina.
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Introducéo

Abarema  cochliacarpos (Leguminosae -
mimosoideae) é popularmente conhecida como
barbatim&o e utilizada na medicina popular, a
casca do caule em decoccdo é usada para
cicatrizagdo de feridas, como analgésico,
antiinflamatdrio, antisséptico e para o tratamento
de leucorréia, sendo utilizada por muitas
comunidades tradicionais do Nordeste do Brasil.

A inducdo de calos a partir de diferentes
explantes pode contribuir para a definicdo de uma
rota de multiplicacdo pela via embriogénica ou
morfogénica, visando a conservacao das
espécies. A maximizacdo da producdo de calos
regenerativos requer a consideracdo de varios
fatores, como a composi¢cdo do meio de cultura, a
escolha do tipo de explante e as condi¢bes de
cultivo.

O cultivo in vitro pode servir como um modelo
para o estudo da biossintese de metabdlitos
secundarios uma vez que com este tipo de cultivo
€ possivel a manipulacdo e o controle, tanto
guantitativo quanto qualitativo, de fatores que
influenciam na sintese dessas substancias tais
como variacdo diurna e sazonal, idade das plantas
(Grattapaglia e Machado, 1998).

A cultura de calos consiste no crescimento
desordenado de agregados celulares em um meio
sélido ou semi-solido. O cultivo de células em

suspensao € resultado da suspensédo de calos em
um meio de cultura liquido, sob agitacao continua,
de maneira obter e proliferar células dispersas
(PARR, 1989). Resultados preliminares indicam
que a auxina 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) é
essencial para inducdo da calogénese em
Abarema cochliacarpos (Silva, 2005). O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de outros
reguladores de crescimento (BAP e cinetina) na
formacao e desenvolvimento calos de barbatim&o.

Metodologia

Plantulas obtidas a partr de sementes
germinadas em meio sélido de Murashige e Skoog
(1962), sem hormdnios (MS) e mantidas em meio
nutritivo para espécies lenhosas (WPM), (Lloyd e
McCown, 1980) sem adicdo de reguladores de
crescimento foram utilizadas como doadoras de
explantes para iniciar a cultura de calos.

As plantulas foram dividas em 3 partes (raiz,
hipocétilo e folha) e inoculadas isoladamente em
tubos de ensaio contendo meios MS acrescido de
2,5uM 2,4-D em combinacdo com o0s seguintes
reguladores e concentragfes: 0,4uM BAP (T1);
4,0uM BAP (T2); 0,4uM Cinetina (T3); 4,0uM
Cinetina (T4).

ApOs o primeiro subcultivo, os calos formados
foram transferidos para frascos contendo de 3 a 4
massas calogénicas por frasco. A cada 60 dias
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foram realizados os subcultivos quando, entdo foi
avaliada a producéo de biomassa dos mesmas, por
meio da pesagem dos calos de cada tratamento.

Em todas as etapas as culturas foram mantidas
sob iluminacao artificial com luz branca do tipo luz
do dia (tubos fluorescentes), com fluéncia de 1,6
W/ m2, fotoperiodo diario de 16 horas e
temperatura a 25 £ 2TC.

Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e a comparagao
entre as médias foi realizada com teste de Tukey
com nivel de fidelidade de 5%.

Resultados

A inducdo de calos em A. cochliacarpos
ocorreu em todos os explantes avaliados, em
ambas as concentracdes de BAP e cinetina.

Para os calos formados a partir de explantes
radiculares, a maior producdo de biomassa foi
obtida no meio MS+2,5uM 2,4-D+4,0uMBAP (T2)
em todos os subcultivos realizados (Tabela 1).
Apébs o segundo subcultivo houve um significativo
acréscimo da biomassa fresca produzida, porém o
terceiro subcultivo levou a reducdo do crescimento
e reducdo da matéria fresca produzida (Tabela 1)

Tabela 1 - Producédo de biomassa fresca (gramas
de peso fresco) em calos de barbatiméo
originados de diferentes explantes e cultivados em
diferentes meios de cultura ao final de 240 dias.

Biomassa Fresca ()

Meios  Explan-  1° Subcul-  2° Subcul-  3° Subcul-
tes tivo tivo tivo

Hipocotilo  0,628Aa  0,733Aa 0,500 Ab

T1

Raiz 0,302Bb 0,463Ba 0,390 Ba
Folha na* Na Na
Hipocdtio 0,520 Aa 0,471Ba  0,540Aa

T2 Raiz 1,281 Ab 1,659Aa 0,709 Ac
Folha Na Na Na
Hipocédtilio 0,538Aa  0,246Cb 0,279 Bb

B Raz 1,234Aa  0452Bb 0,351 Bb
Folha 0,225A Na Na
Hipocstio 0,519Aa  0,452Ba 0,665 Aa

T Raiz 0,232Ba  0,117Ca 0,143 Ca
Folha 0,378Ab  3,385a  0,687b

* na — ndo avaliado. As médias seguidas por uma mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si ao nivel 5% de probabilidade pelo teste
Tukey (letra mailscula: entre os tratamentos para 0 mesmo explante;
letra mindscula: explante e meio iguais entre subcultivos)
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Ja para os explantes de hipocétilo, apds o primeiro
subcultivo ndo ha diferenca estatistica significativa
entre os diferentes tratamentos avaliados. Ao final
do terceiro subcultivo a maior producdo de
biomassa foi observada no tratamento T4, apesar
deste s6 diferir significativamente do tratamento
T3 (Tabela 1).

O tratamento T4 ndo promoveu diferencas
significativas na producédo de biomassa dos calos
entre os subcultivos para nenhum dos explantes
utilizados assim como o tratamento assim como o
tratamento T3 para hipocétilo. Nas demais
condicdes testadas, o efeito do ndmero de
subcultivos na biomassa fresca acumulada foi
positivo apenas para calos formados a partir de
raiz no tratamento T1. Nos demais, os subcultivos
promoveram a reducdo da biomassa acumulada
(Tabela 1).
N&o foi possivel avaliar o efeito dos tratamentos
nos calos foliares devido a elevada taxa de
contaminacgdo dessas culturas.

Discussao

As auxinas sintéticas como o 2,4-D tendem a
desnaturar no meio de cultura sendo mais
rapidamente metabolizadas e desta forma
alterando a relacdo auxina/ citocinina para uma
relacdo favoravel a formacédo de calos (GASPAR
et al., 1996, KANWAR et al.,2008).

Além disto, na cultura de tecidos de plantas, as
relacbes sdo complexas e, apesar de terem sido
extensivamente estudadas, continuam pouco
compreendidas. Sabe-se que além da relagcéo
reguladores de crescimento por tipo de explante, a
disponibilidade de macronutrientes pode afetar
diretamente 0s processos de organogénese
(KINTZIOS et al., 2004). FARIA E FORTES (1996)
obtiveram 99,5% de calogénese em internédios do
porta - exerto de macieira Marubakaido mantidos
em cultura contendo BAP. O efeito do BAP na
formacdo de calos também foi demonstrado em
segmentos foliares de castanheira do Brasil
(CAMARGO, 1997) e de caquizeiro (TAO;
SUGIURA, 1992)

Conclusao

O meio mais indicado para a cultura de calos é
0 meio MS+2,5uM 2,4-D +4,0uMBAP para raiz, e
nos calos de hipocétilo os melhores resultados
obtidos foram MS+2,5uM 2,4-D +0,4uM cinetina
onde obteve a maior producéo de biomassa fresca
ao final do terceiro subcultivo. Portanto, pode se
afirmar que cada regulador de crescimento, tem
uma relacdo com o tipo de explante utilizado no
crescimento vegetativo.
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