CONTROLE DA CALOGENESE DO PAU-BRASIL in vitro!
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RESUMO -A inducédo da calogénese € a primeira etapa para obtencao de embrifes e sementes. Para o controle
da calogénese deaesalpinia echinatdoram usados discos de folidlolos do pau-brasil em diferentes fases
dedesenvolvimento combinados com os fitorreguladores 2,4-D (0, 5, 10, 20, 50, 100 mg/L) e 6-BAP (2,0 mg/
L), cultivados em meio de cultura de Murashige e Skoog (1962) acrescido de sacarose (30 g/L), mioinositol
(100 mg/L) e agar (7,5 g/L). Foi testado, também, o efeito de 6-BAP (0, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 e 10 mg/L) no
crescimento de apices meristematicos. Folidlolos juvenis cultivados com baixa concentracéo de 2,4-D (5 e
20 mg/L) e folidlolos jovens tratados com altas concentragdes de 2,4-D (50 e 100 mg/L) geraram calos sem
diferencas significativas entre luz e escuro. Quanto ao controle da oxidagao, melhores resultados foram proporcionados
pelo carvao ativado, porém inibidores da calogémfesmnsferéncia dos calos do meio de cultura MS com

altas concentragdes de 2,4-D (5,0; 10,0; e 20,0 mg/L) para meio sem fitorreguladores estimulou a formacéao
de massas pro-embrionarias (MPEs). Os meios livres de fitorreguladores, 2,0 mg/L de 2,4-D e 0,5 mg/L de
2,4-D elevaram o namero de calos embriogénicos e de massas pré-embrionarias. Somente em 0,5 s&g/L 2,4-D
verificaram algumas estruturas semelhantes a embrifes somaticos nas fases globular e codiforme.

Palavras-chaveCaesalpinia echinatacalos e oxidacgao.

In vitro CALOGENESIS CONTROL OF PAU-BRASIL

ABSTRACT — The present work dealt withith@tro control of callogenesis of brazilwood. The induction

of callogenesis is the first step to obtain embryos and seeds. In order to control the callog&esssipinia
echinataleaf discs of brazilwood in different developmental stages were used combined with the growth regulators
2,4-D (0, 5, 10, 20, 50, 100 mg/L) and 6-BAP (2,0 mg/L), cultivated in the Murashige and Skoog (1962)
medium supplemented with sucrose (30 g/L), myo-inositol (100 mg/L) and agar (7,5 g/L). The effect of 6-
BAP (0, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 and 10 mg/L) on the growth of meristematic shoot apexes was also tested. Juvenile
leaves cultured with low concentrations of 2,4-D (5 and 20 mg/L) and young leaves treated with high concentrations
of 2,4-D (50 and 100 mg/L) produced callus, without presenting significant differences between light and
dark. As for the oxidation control, the best results were provided by activated charcoal, which inhibited callogenesis.
The transfer of callus from the MS culture medium with high concentrations of 2,4-D (5,0, 10,0 and 20,0
mg/L) to the medium without growth regulators stimulated the formation of pro-embryonic masses (PEMSs).
The media without growth regulators, 2,0 mg/L of 2,4-D and 0,5 mg/L of 2,4-D, increased the number of
embryogenic calluses and pre-embryonic masses. There were structures similar to global and heart shaped
somatic embryos only at 0,5 mg/L 2,4-D .

Keywords:Caesalpinia echinataallus and oxidation.

1. INTRODUCAO (CARVALHO, 1994AGUIAR et al., 2005) distribuida
. . . na costa brasileira entre o Rio de Janeiro e o Rio Grande
Caesalpinia echinataam (Fabaceae), conhecida y, Norte (IMA, 1992). Sua exploragéo predatéria na
popularmente como pau-brasil, € planta semidecidugpoca da colonizacio, aliada as caracteristicas
e semi-heliofila da Floresta Estacional Caducifdlia Costeiraecalcitrantes de suas semerlB&sRBEDOet al.,2002),
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contribuiu para qu€. echinatafosse incluida na O trabalho teve como objetivo desenvolver um
lista de espécies ameagadas ou em perigo de extin¢g@ootocolo para inducao e controle do desenvolvimento
(BRASIL, 1992;AGUIAR et al., 2007). de calos visando a embriogénese somatica indireta.

L _ Estabeleceu, ainda, condi¢cdes ideais para o controle
Uma das estratégias eficientes para promover

a conservacao de espécies ameacadas consiste%%omdagao_ de egpla_ntes foliares@eechinata
criacdo de banco de germoplasimaitu e ex situ quando cultivado vitro.

Nesse ultimo caso, um método bastante conhecido 2 MATERIAL E METODOS

€ a propagacao de plantawitro através da inducédo

de embrides somaticos ou regeneracéo de plant&sl. Material biolégico

por cultivo de apices meristematicGd{ERRAet al.,

1999). Foram utilizados como explantes folidlos de

Caesalpinia echinatham (Fabaceae) retirados de

Na maioria dos modelos de embriogénese somaticgyma arvore adulta, com aproximadamente 6 anos de
as auxinas sdo usadas em concentragdoes relativamefdade, do Parque Municipal Pedra da Cebola (20°192
elevadas, e o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)092 2 S, 40°202 502&), emVitdria, ES. Foi selecionado
€ um do mais utilizados nos processos deym genétipo com as melhores caracteristicas
desdiferenciacéo celulde um potente sinalizador morfoldgicas e fisiolégicas, o qual foram retiradas
no processo de rediferenciacéo, induzindo a producég|has basais e da borda da copa que apresentassem
de embrides somaticos dil’etOS, sem passar pela fawhéﬂos nas fases juven”, jovem e adulta de
de calogénes€UERRAet al., 1999). desenvolvimento (Figura 1As folhas foram

A eficiéncia dos explantes em gerar calos depend@condicionadas em sacolas plasticas, umedecidas
da determinacdo dos tecidos vegetais e de su@ transportadas imediatamente para o Laboratorio
especificidadeAlgumas espécies sdo induzidas apenad® Micropropag,]a_\géo de Pla_ntas da Universidade
com 2,4-D, enquanto outras necessitam da combinagdgederal do Espirito Santo, distante 200 m do local
de diferentes fitorreguladores, como acido indolacéticéle coleta. Os explantes foram coletados no periodo

naftalenoacético (ANA)NEWMAN et al, 1996). encontravam na fase de crescimento vegetativo.

Além da definicdo da composicdo quimica para2.2. Indugéo da calogénese
o0 controle da organogéneBevitro, um desafio
encontrado nas técnicas de micropropagasia
nocontrole da oxidacd® REECE COMPTON,1991).
As substancias oxidantes mais comumente encontrad
em algumas espécies lenhosas cultivaaigro sdo
os fendis, flavonoides e tanind3AIVA e PAIVA,

Testou-se o efeito de seis concentragdes de 2,4-D
(0, 5,10, 20, 50 e 100 mg/L) na inducéo de calos
utilizando foliélolos juvenis, jovens e adultos
<?EiguralA—C), que depois de inoculados em meio
de cultura foram cultivados sob luz ou no escuro

. . . _constante em esquema fatorial 6x3x2 (2,4-D x fase
2001), bastante representativos em tecidos de arboregs 1 esd (_ .
e desenvolvimento x luz/escuro) com n = 10. O meio

_troplcals GRATTAPAGLIA e MACHADO’ 1998)A de cultura utilizado foi o MS completMURASHIGE
idade e a fase de desenvolvimento dos explantes sao,

. . e SKOOG 1962), suplementado com 30 gde
outros fatores associados a sintese dos compostos p . .

L . _sacarose, 7,5 g/L de agar e 100 mg/L de mioinositol.
Adicionaram-se as vitaminas tiamina-HCl (100 ng/
L), piridoxina-HCI (250 pg/L) e acido nicotinico (250

Algumas medidas tém sido recomendadas par@g/L) e o aminoacido glicina (4 mg/L); 10 mL do meio
evitar a oxidagao dos explantes, como a imersao eme cultura foram vertidos em frascos de vidro (40
solugdes antioxidantes de acido citrico e, ou, acidanlL), os quais foram, primeiramente, vedados com
ascorbico antes da inoculac@RATTAPAGLIA e papel insufilm PVC e, depois, fechados com papel-
& MACHADO, 1998), adic&o de carvéo ativado, acidoaluminio. O pH foi ajustado em 5,8, utilizando-se
ascorbico e, ou, polivinilpirrolidone (PVP) ao meio solu¢cées de KOH e, ou, HCI 1,0 M, antes da

de cultura PAIVA e PAIVA, 2001). autoclavagem a 12@ e 1 atm por 20 min.

menos propicios a oxidaga@AIVA e PAIVA, 2001).
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Figura 1 —Aspectos morfoldgicos dos foliolos juvenis (A), jovens (B) e adultos (C) delinatautilizados como fonte
de explantes e niveis de oxidagé&o baixa (D), média (E) e alta (F) dos foliolos cultivadosno meio de
cultura MS. Calos apresentando estruturas filamentosas (G), massas pré-embriogénicas — MPE (H) e embrido
somatico (ES) do tipo torpedo (1). Apice meristeméatico aos 7 (J), 20 (K), 30 (L) e 60 dias(M) deicultivo
vitro.

Figure 1 —Morphological aspects of juvenile (A), young (B) and mature leaves (C) of C. echinata used as explants and
low (D), medium (E) and high oxidation levels (F) of leaves cultured on MS medium. Calluses presenting elongated
structures (G), pro-embyogenic masses — MPE (H) and somatic embryo (ES) torpedo shaped (I). Meristimatic
shoot apex on the"7(J), 20" (K), 30" (L) and 60" day (M) during in vitro culture.

Os foliolos foram lavados com detergente neutrade hipoclorito de sédio comercial 40% (v/v) durante
em agua corrente durante 10 min, para pré-limpeza 20 min, sob agitag&o constante, e enxaguados trés vezes
lixiviacéo de compostos fendlicos desinfestagdo com agua destilada estéril. Dos foliolos foram retirados
e inoculagéo dos explantes foram realizadas na camadiscos de 0,7 cm de didmetro na regido da nervura central,
de fluxo laminarOs explantes foram desinfetados emcom o auxilio de um perfurador de rolha. O material
alcool etilico 70% por 2 min e transferidos para solu¢cédoi inoculadoem meio de cultura e mantido em sala
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de crescimento, na temperatura de25C, sob luz Foram avaliadas as coloracdes dos calos
(50 pmol.n?.s?) ou escuro continuo por 56 dias, quando(translicida, verde, marrom e marrom-oxidada), presenca
foi calculada a porcentagem de calos formados. de estruturas flamentosas, massas pré-embriogénicas

o (MPESs) e embrides somaticos (Figura 1G-L).
2..3 Antioxidantes

- . 2.5. Organogénese direta
Além do controle (MS sem adi¢&o de antioxidantes), ganog

foram testados os efeitos do carvao ativado (2 g/L), Segmentos de apices caulinares foram isolados
acido citrico (150 mg/L) e acido ascorbico (150 mg/e inoculados em meio de cultura MS completo,

L) no meio MS completo e com as vitaminas e o aminoécidsuplementado com as vitaminas e o aminoacido utilizados
nas mesmas concentragdes utilizadas para induzirrea inducao da calogénegeassepsia dos explantes
calogénese, suplementado também com 10 mg/L dii realizada em cAmara de fluxo laminar com a imersédo
2,4-D e 2,0 mg/lde 6-BAP No controle da oxidacdo, dos explantes em alcool etilico 70% por 1 min, seguido
discos de folidlolos jovens foram inoculados com ade imersdo em solugéo comercial de hipoclorito de sddio
superficie abaxial voltada para o meio, onde 10 amostrasom 3—-5% de cloro ativo, durante 20 min, em constante
foram mantidas na luz e 10 no escuro constante. @Qgitagcado, seguida de trés enxagues de agua destilada
delineamento experimental utilizado seguiu o esquemastéril. Os tratamentos consistiram em adicionar ao
fatorial 4x2 (tratamentos x luz/escuro), e os parametromeio de cultura as concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 2,0;
analisados foram coloracgao da superficie adaxial d&,0; e 10 mg/l6-BAP. Antes da adi¢cdo do agarpH
explante e porcentagem de calos formados. Qo meio de cultura foi ajustado para 5,8 e autoclavado
escurecimento (oxidacao) foi calculado em porcentagenpor 20 min a 122C. Sob estereomicroscoépio, foram
utilizando-se o padréo de classificagcdo apresentadexcisados os segmentos de apices com aproximadamente
na Figura 1D-Fo que consistiu em niveis de oxidagdo 0,5 cm de comprimento.

baixo, médio e alto. . . - .
Os dados foram submetidos a analise de variancia,

2.4. Inducéo de embrides somaticos utilizando-se o softwar®SSISTAT. Para comparacéo

) ] das médias, foi usado o teste Tukey a 1% de probabilidade.
Calos deC. echinatacom aproximadamente 30

a 45 dias, previamente cultivados em meio MS com

5a20 mg/L de 2,4-D, foram cultivados !oo_r 30 dias ?ml'abela 1 -Porcentagem de calos formados utilizando-se discos
meio MS sem fitorreguladores, para eliminar o efeito de folidlulos juvenil, jovem e maduro de
residual do 2,4-D. Os calos foram repicados e transferidos desenvolvimento d@. echinatanoculados em meio
para seis tratamentos, sendo T1: meio MS sem MS contendo 0, 5, 10, 20, 50 € 100 mg/L de 2,4-

. D ap6s 56 dias de cultivbetras semelhantes ndo
fitorreguladores (controle); T2: MS + 2,0 mg/L 2,4-D; diferem pelo teste de Tukey (P<1%) onde letras

T3: MS + 2,0 mg/L 2,4-D + 3,0 mg/L 6-BAP (6- mindsculas comparam dentro de coluna e maitsculas
benzilaminopurina); T4: MS + 2,0 mg/L 2,4-D + 8,0 mg/ na linha.
L 6-BAP; T5: MS + 3,0 mg/L 6-BAP; e T6: MS + 8,0 Table 1—Percentage of callus formed on disasfrjuvenile,

. . young and mature leaves of C. echinata inoculated
mg/L 6-BAPR A cada 30 dias, os calos eram repicados, on MS media containing 0, 5, 10, 20, 50 and 100

a fim de renovar o meio de cultura e, assim, evitar a mg/L of 2,4-D after 56 days in culture. Similar

oxidacao e deplecao excessiva de nutrientes no meio. letter do not differ by Okey Bst (P<1%) whes

Apo6s 75 dias de cultivo, os calos foram transferidos !Ovrﬁfﬁf;lse compare within column and capitals
n e line.

para novos meios de cultura, em que a concentragcao
de 6-BAP foi reduzida a 10% do valor inicial, enquanto

a concentracéo de 2,4-D foi reduzida a 25% do valor Formacéo de calos (%)
inicial. No caso dos tratamentos em que havia combinagao P M9/L Juvenil Jovem Maduro
0 bA 0 bA 0 bA

de 2,4-D e 6-BAPapenas a concentracao de 2,4-D foi

. 75 aA 0 bC 35 aB
reduzida em 25%, como se segue: T7: MS +0,5mg/ | 90 aA 5 bB 30 abB
L 2,4-D; T8: MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 3,0 mg/L 6-BAP; 20 85 aA 10 bB 35 aB
T9: MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 8,0 mg/L 6-BAP; T10: MS 50 30 bB 75 aA 20 abB
+ 0,3 mg/L6-BAP; €T11: MS + 0,8 mg/L6-BAP. 100 20 bB 65 aA 30 abB
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3. RESULTADOS 100 5 —  — — —

Ainducao de calos e@. echinateocorreu entre
7 e 21 dias apds a inoculagao, iniciando-se o processo
de desdiferenciagcdo na nervura central e na borda dcgs 60 |
discos (dados ndo apresentadésgalogénese s6 2
. o
ocorreu na presenca de 2,4-D, independentemente d%s 40 |
condi¢cdes de luminosidadea@ela 1 e Figura 2As 2
respostas as concentracdes de 2,4-D foram associadas 5 |

80

a fase de desenvolvimento dos explantes. Melhores §

respostas ocorreram em foliélolos juvenis nas 04

concentragdes mais baixas de 2,4-D (5 a 20 mg/L) e L ‘ E L E E

foliolos jovens nas concentragdes mais elevadas (50 MS MS+acido | MS+acido | MS+carvdo
e 100 mg/L) (Abela 1). ascorbico citrico ativado

A utilizacdo de substancias antioxidantes e aFigura 3 — Porcentagem de oxidagéo dos discos de foli6lulos
auséncia de luz ndo foram eficientes no controle do jovens deC. echinatecultivados na luz e escuro

- . constante e porcentagem de calos formados aos
processo degenerativo dos calos (Figura 3). O melhor 56 dias de cultivo em meio MS com 10 mg/L 2,4-

tratamento no controle de oxidag&o foi o carvao ativado, D e 2,0 mg/L de 6-BAP e suplementado com 150
em que 40% dos explantes apresentaram oxidagdo baixa mg/L acido ascdrbico, 150 mg/L acido citrico
amoderada, porém sem formac&o de calos. No entanto, (e|:2|)9/ Ir_ncé%lri\fo ;t)'V:‘l(;b((’:o))- Oxidagao alta
foi na presenca de acido ascorbico no escuro que OCOM&Yy re 3 —Per(’:entage of oxidation Onoﬁng leaves of C.
maior desenvolvimento de calos, em que 85% dos echinata cultured under constant light (L) or dark
explantes geraram calos (Figura 4). (E) and the percentage of callus formed after

56 days on MS culture media with 10 mg/L 2,4-
D and 2,0 mg/L 6-BAP and supplemented with

80 - 150 mg/L of ascorbic acid, 150 mg/L of citric
acid or 2 g/L of activated charcoal. (n=10). High
70 T (1), medium W) and low ¢]) oxidation.
60
De maneira geral, calos embriogénicos séo
501 W identificados pela coloragas porcdes translicido-
3 40 brancas ou amareladas dos calos séo consideradas
6: J / ~ friAveis e com potencial para formarem embrifes
= %0 w T somaticos GUERRA et al, 1999; IPEKCle
24 J / T / GOZUKIRMIZI, 2005; ARUNYANART e
CHAITRAYAGUN, 2005. Independentemente dos
104 tratamentos, a maioria dos calos apresentou coloragao
o heterogénea, podendo identificar areas de cores
Juvenil Jovem Adulto translicidas, marrom-amareladas e verdes (Figura

Figura 2 —Porcentagem de calos formados de discos de folidlulod. € Tabela 2)Tanto as porg¢des transltcidas quanto
jovens, juvenis e adulto €& echinatacultivados  as verdes se mostraram fridveis e embriogénicas
2‘;’]‘1":Tfe‘?oeﬁﬂcgrgo‘i;’%ﬁgmleoacz’%52(?'6‘5‘5188 Cmu't/'l‘_’%levido a presenca de estruturas globulares pré-
de 2,4-D (n=10). Luz,m’ )ées(’:u( ). Ba?rasembrlogémcas (Figura 1HI), enquanto as porg_ées
representam o erro padrao. marrom-amareladas apresentaram aspecto gelatinoso

Figure 2 —Percentage of callus formed from juvenile, young € amorfo, sem a formacdo de massas pro-
and mature leaves of C. echinata cultured underembriogénicas.
constant light or dark after 56 days on MS medium

with 0, 5, 10, 20, 50 and 100 mg/L of 2,4-D (n=10). Nas duas fases do experimento de inducéo de
Light ([J) and dark (#Z]). Bars represent embrifes somaticos (elevada e baixa concentracéo de
standad error. fitorreguladores), maior porcentagem de calos
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100 4. DISCUSSAO

Os resultados daabela 1 para inducado da
80 1 calogénese confirmam descri¢cfes citadas na literatura
ao evidenciarem que a fase de desenvolvimento dos
// explantes tem grande influéncia nos processos de
T desdiferenciacéo celular e de que 6rgéos jovens séao
w w T 0s mais recomendados como fonte doadora de explantes
407 (THORPE e RTEL, 1984). Segundeéouda (1996), folhas
J 7 J [ de ramos juvenis apresentam a epiderme recoberta
20 - por uma fina camada de cuticula com alta densidade
J / estomatal e mesofilo espesso em relagao as folhas
adultasA maior sensibilidade dos folidlolos jovens
Ms MS + Ac. Ascbrbico M + Ac. Citico M + Carvio Afivado as baixas concentracdes de 2,4-D pode ser devida
a juvenilidade de seus tecidos caracterizados por

Figura 4 —Porcentagem de calos formados de discos de foliluloglevados niveis endégenos de auximasq e ZEIGER,
jovens deC. echingta:ultivadps naluz e escuro 2003).
constante aos 56 dias de cultivo em meio MS com
10 mg/L 2,4-D e 2,0 mg/L de 6-BAP suplementado O desenvolvimento de calo pode ser independente
com 150 mg/L &cido ascorbico, 150 mg/L acido 4o auxinas e citocininas, dependente de auxinas,

citrico e 2 g/L carvéo ativado (n=10).Lyz]( ) o
eescurof ). Barras representam o erro padraoc_jependente de citocininas ou dependente de ambas

Figure 4 —Percentage of callus formed on discs from young (JAIND et al., 1995). EnC. echinataa calogénese
leaves of C. echinata, cultured under constantfoi dependente da concentragao da auxina 2,4-D
light or dark after 56 days on MS culture media interagindo com a fase de desenvolvimento dos
with 10 mg/I2,4-D and 2,0 mg/BARsupplemented — ¢)i5)5155. Segundo Grattapaglia e Machado (1990),

with 150 mg/L of ascorbic acid, 150 mg/L of citric ~ . L . . ~
acid and 2 g/L of activated charcoal (n=10). Light alta raz&o auxina/citocininas estimula a proliferacéo

(00) and dark 7 ). Bars represent standard celular, culminando na formacao de calos. Essa
error. combinacéo nao foi testada €&nechinatadevido

a nao formacao de calos em meio MS suplementado
apenas com 6-BAP (dados nédo apresentados).

60

% calos

apresentando regidesnslicidas marrons e verdes
foi observada em baixas concentragfes de 2,4-D. Considerando os resultados no controle da
A combinacao de 2,4-D e de 6-BAP elevou aoxidagéo (Figura 3), de acordo com Grattapaglia e
porcentagem de calos translucidos e marrons. Porémjachado (1998) o carvéo ativado em concentracées
quando cultivados em meio contendo apenas 2,4de 0,1 a 2% pode ser benéfico, simulando o escuro
D, predominaram calos com tonalidades transllcidagnde os explantes se desenvolvem mefoentanto,
e verdes. Os calos d& equinatacultivados nos ¢ carvo ativado tem efeito adsorvente, imobilizando
diferentes tratamentos formaram massas préparte dos elementos que compdem o meio, inclusive
embrionarias (MPEs) (Figura 1G-I). Somente em 0,55 fitorreguladores. Nesse caso, o aumento da
mg/L 2,4-D apenas 10% dos calos apresentaramgpcentracgéo de auxinas tem sido indicado como
estruturas semellhantes a d.os embrides Sométic%%tratégia para contornar o problemamentando
globulares e codiformes (Figura 11). a concentracéo de 2,4-D em 50 vezes, passando de
No experimento de organogénese direta, osl0 iM (sem carvéo ativado), para 500 iM (com 0,3%
apices caulinares, utilizados como explantesde carvao ativadd)eixeira et al. (1993) conseguiram
desenvolveram calos em todas as concentracdgssultados satisfatorios em palmeira-de-oEacis
de 6-BAP Ocorreu, também, o crescimento de célulagguineensegs Resultado semelhante foi verificado por
com coloracdes esverdeadas, provavelment®iasiet al. (1994), trabalhando com a propagagéo do
originadas da regido meristematica, indicando quabacateiran vitro; o acido ascorbico e o acido citrico
a organogénese possa ter iniciado (dados ndtambém nao foram eficientes no controle da oxidacéo
apresentados). deC. echinata
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A oxidacéao fendlica é altamente dependente do A expresséo da embriogénese somatica pode ser
gendtipo, da fase de desenvolvimento da planta desencadeada por diferentes fatores, dependendo da
da estacdo do ano. Em épocas mais favoraveis agspécie e das condi¢des fisioldgicas da planta-matriz.
crescimento, a concentragcao de polifendis € menoNo entanto, o procedimento mais comumente utilizado
e, consequentemente, a oxidagdo nos tecidoéodaexclusdo ou diminuicdo da concentracao de auxina.
cultivadosin vitrotambém é menoP@AIVA e PAIVA, Segundo Zimmerman (1993), a retirada da auxina do
2001). Neste estudo, os explantes foram foliélolosmeio de cultura provoca a inativagcdo de uma série de
em fase jovem, quando podem apresentar maiorggenes e permite que o programa da embriogénese dé
niveis de substancias oxidantes em relagao aos folidlantinuidadeA aquisicao de polaridade em embrides
juvenis (RAIVA e RAIVA, 2001).Além disso, a fase étida com frequéncia como o primeiro passo no processo
de desenvolvimento da planta-matriz pode ter grandda embriogénes®(ARRENe WARREN,1993), e a
influéncia no processo de oxidacAa@poca de coleta divisdo assimétrica ndo resulta diretamente em embrido
dos foli6los deC. echinataocorreu no verdo e, de e, sim, em MPEs, nas quais apenas algumas irdo se
acordo com a sua fenologia, correspondeu a fasdesenvolver em embrid@fld TI RONCHIeGIORGETTI,
de reproducédo sexuada, como confirmada peld995). O restante das MPEs deve ter sido eliminado
visualizacdo de estruturas reprodutivas nas plantagpela morte celular programaddl(ONOVA et al., 2000).
matriz por ocasido da colefessim, a oxidagéo fendlica
dificultou a pratica de micropropagagcao@nechinata
in vitro.

Em algumas espécies, a reducao da razdo auxinas/
citocininas é necessaria para a inducédo da embriogénese
somaticaGRAY, 2000). Nesse aspecto, My€2904)

Com relacdo a coloracao dos caloal{@éla 2), obteve MPEs e o subsequente desenvolvimento de
a presenca de porcdes esverdeadas nestes pode setbribes somaticos a partir de sementes imaturas de
atribuida a exposicao dos calos a luz constante, BDelonix regig uma Fabaceae, em meios de cultura
que desencadeou a sintese de pigmentos de clorofitantendo 2,4-D (1 a 4 mg/L) combinado com BAP (0,1
nas células de calos translucid@RREDOIRA  a0,5mg/L). Mesmo com a proximidade taxondmica entre
etal., 2002). DelonixeCaesalpiniao balanco hormonal de auxina

Tabela 2- Porcentagem da coloragdo dos calo€dechinataaos 45 dias de cultivo em meio MS suplementado com 2,4-

D e 6-BAP e 30 dias p6s a transferéncia para meio MS com 2,4-D reduzido a 25% valor inicial e 6-BAP reduzido

a 10% do valor inicial (n=10). T =translucido, V = verde, M = marrom e MO = marrom oxidado. Letras semelhantes

nédo diferem pelo teste de Tukey (P<1%) onde letras minUsculas comparam dentro de coluna e mailsculas na linha.
Table 2— Color pecentage of callus after 45 days of cuiton MS media with 2,4-[@duced to 25% of the initial concentration

and BAP reduced to 10% of the initial concentration (n=10). T = translucid, V = green, M = brown and MO

= oxidized bown. Similar letter do not differ byuKey Est (P<1%) whes lowercase compae within column

and capitals in the line.

Coloragéo de calos (%)

Tratamento T/M/V T /M T/V MN M MO
45 dias de cultura

Controle 100 aA 0 bC 0 bC 0 bA 0 bA 0 bA
2,0 mg/L 2,4-D 50 aB 0 bC 40 aA 10 bA 0 bA 0 bA
2,0 mg/L 2,4-D e 3,0 mg/L BAP 10 bC 40 aA 0 bC 20 bA 10 bA 20 bA
2,0 mg/L 2,4-D e 8,0 mg/L BAP 60 aB 20 bB 0 cC 0 cA 20 bA 0 cA
3,0 mg/L BAP 70 aAB 30 bAB 0 cC 0 cA 0 cA 0 cA
8,0 mg/L BAP 50 aB 0 bC 10 bB 10 bA 20 bA 0 bA
30 dias ap6s a transferéncia em nova composicao de reguladores

Controle 100 aA 0 bB 0 bB 0 bA 0 bB 0 bB
0,5 mg/L 2,4-D 56 aB 08 cB 32 bA 10 cA 0 cB 0cB
0,5 mg/L 2,4-D e 3,0 mg/L BAP 0 cD 38 aA 13 bB 12 bA 12 bB 25 aA
0,5 mg/L 2,4-D e 8,0 mg/L BAP 33 aC 33 aA 11 b B 11 bA 12 bB 0 bB
0,3 mg/L BAP 56 aB 44 aA 0 bB 0 bA 0 bB 0 bB
0,8 mg/L BAP 67 aB 0 cB 0 cB 0 cA 33 bA 0 cB
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e citocinina ndo gerou embrides soméatico€eathinata Contudo, ainda nao foi possivel a formacéo de
Tais informagdes sugerem que as concentracdes ou, aindanbrides somaticos; apenas algumas estruturas
arazao entre as concentragdes de 2,4-D e 6-BAP testadammelhantes a desses embrides nas fases globular
neste trabalho ndo foram as ideais para a expresséo eaodiforme foram identificadas em 0,5 mg/L 2,4-D.
embriogénese somatica. Ha casos em que a associagao

de 2,4-D e 6-BAP néo é eficiente na inducao e expresséo 6.AGRADECIMENT OS

da embriogénese somatica. Ipekci e Gozukirmizi (2005) A Fundagc&o Biodiversitas, a Fundacadgeio

conseguiram melhor producéo de embriées somaticog Pesquisa do Espirito SantoAFES (Processo
apartir_defolhas d%aulowniaeIongatéSchrophulf’;\riacea) 39044823/2007) e ao Fundo Alpoio Cientifico e
em meio MS contendo 0,1 mg/L de TDZ (1-fenil-3-(1,2,3- tecnolégico da Prefeitura Municipal détéria —

tiadiazol-5-ilureia]) € 1,0 mg/L de cinetina. Outros estudoSEACITEC (Processo 38/2007), pelo apoio financeiro.
como os de Junagt al. (2006), tém demonstrado que,

depois de adquirir competéncia embriogénica, a substituicao 7. REFERENCIAS
do 2,4-D por outros fitorreguladores conf®NA pode
estimular a formacao de embrides somaticos. AGUIAR, F. F A. et al. Maturacao de frutos de

) Caesalpinia echinatham., Pau-Brasil.
Em todos os tratamentos testados tmchinata  Revista Arvore, v.31, n.1, p.1-6, 2007.

ocorreu a formacgao de calos com estruturas filamentosas

na sua superficie (Figura 1G). Segundo Barrueto (1992AGUIAR, F. F. A. et al Germinacao de

e Chaudhury e Qu (2000), essas estruturas sao elemengemmentes e formacédo de mudastdesalpinia
diferenciados, como fibras e traqueideos, indicando quechinataLam. (Pau - Brasil): efeito de

tais porcées dos calos nédo conseguiram se desdiferenciagPmbreamentoRevista Arvore, v.29, n.6,
n&o sendo, por isso, embriogénicas. p.871-875, 2005.

Embora n&o se tenha definido a formulac&o parssNDERSON,W. C.A revised culture tissue
a expressao de embrides somaticos, este trabalho revelmedium for shoot multiplication of
gue essa espécie necessita de elevadas concentragceedodendron.Journal of American
de auxina, como o 2,4-D, para inducéo da calogénes&ociety Horticulturae of Science,
Outro aspecto relevante é o fato de que a transferénc¥al09, n.3, p.343-347, 1984.
para meio reduzido ou sem fitorreguladores induz algumas
formacdes incipientes de MPEs. Esse mecanismo d%RUNYANART' S.; CHAITRAYAGUN, M.

diferenciacao celular pode ser controlado, entre outr Ihduction of somatic embryogenegls in lotus
. i~ ) ’ elumbo nucifera&Geartn.).Scientia
maneiras, utilizando-se outros meios de cultura OYyorticulturae, v.105, n.3, p.41-420, 2005.
diminuindo as concentracdes de nutrientes (ANDERSON,
1984) Além do uso de fitorreguladores, a osmolaridadeBARBEDO, C. J.: BILIA, DA. C.:
associada ao acido abscisico podeisaalternativa FIGUEIREDO-RIBEIROR. C. L.Tolerancia a
para a expressao da embriogénese somatica (GUERRFessecacéo e armazenamento de sementes de
etal, 1999). Caesalpinia echinatham. (pau-brasil),
espécie da Matatlantica Revista
5. CONCLUSOES Brasileira de Botanica, v.25, n.4, p.431-
439, 2002.
Os resultados deste estudo evidenciam que:

- Foliolos juvenis d€. echinataem meio Ms BARRUETO CID, L. RA cultura de células
vegetais em meio liquiddABCTP

contendo 5 e 20 mg/L de 2,4-D e foliolos jovens e o
50 e 100 mg/L de 2,4-D formam calos. "Noticias,v.18, 1.1, p.2-7, 1992.

- O carvéao ativado controla a oxidacéo e inibeBIASI, L. A.; KOLLER, O. C.; KAMPEA. N.
a calogénese. Micropropagacéo do abacateiro ‘OWwWerde’a
partir de segmentos nodaiBesquisa
- Meio livre de fitorreguladores estimula algumas Agropecuéaria Brasileira, v.29, n.7,

formagdes de massas pré-embrionérias (MPEs). p.1051-1058, 1994.
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