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Resumo: O sucesso do cultivo in vitro esta diretamente relacionado com a manipulagao isolada ou combinada de
reguladores vegetais como auxinas e citocininas. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar possiveis efeitos do
regulador de crescimento 2,4-D combinado com ANA na indugdo de calogénese em embriBes zig6ticos de Hevea spp
cultivados in vitro. Os embrifes zigéticos utilizados como fonte de explante, foram inoculados em meio de cultura MS
suplementado com diferentes concentra¢des dos reguladores de crescimento 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético)
combinado com ANA (acido naftalenoacético). Embrides zigdticos sdo explantes promissores para a inducdo de calos
em Hevea spp., mesmo em baixa frequéncia de resposta no presente estudo.

Palavra chaves: calogénese; reguladores de crescimento, seringueira.
Introducéo

A cultura de tecidos vegetais tem sido relativamente bem sucedida na propagacéo de espécies lenhosas (GOMES et
al., 2010). O sucesso do cultivo in vitro esta diretamente relacionado com a manipulacéo isolada ou combinada de
reguladores vegetais como auxinas e citocininas (WANG et al., 2016). Segundo Tarrahi e Rezanejad (2013), esses
reguladores, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é uma importante auxina sintética normalmente usada no meio de
cultura como agente de inducdo de calos. Para o desenvolvimento de protocolos de micropropagacdo de uma dada
espécie, é necessario primeiro estabelecé-la in vitro. No entanto, as exigéncias requeridas em condicfes in vitro variam
muito entre as espécies (MIRANDA et al., 2019). No que diz respeito a organogénese in vitro em espécies de
seringueira, ainda ndo existe um protocolo eficiente para a propagacdo de clones “elite” em larga escala. Neste
contexto, o presente estudo propds-se investigar possiveis efeitos de diferentes concentracdes do regulador de
crescimento 2,4-D combinado com ANA na inducéo de calogénese em embrifes zigdticos de Hevea spp cultivados in
vitro.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Morfogénese e Biologia Molecular da Embrapa Acre, Rio Branco.
Sementes em estadio final de maturagdo foram coletadas de &rvores matrizes do clone FX 2261 no Campo
Experimental da Embrapa. As sementes coletadas (54 amostras) foram conduzidas ao laboratorio, as quais foram
realizadas pré-assepsia (lavagem em &gua corrente com detergente comercial neutro durante 5 minutos, seguidos de
triplice lavagem em &gua destilada e autoclavada). Posteriormente, seus tegumentos foram extraidos e as améndoas
foram lavadas em &gua destilada e autoclavada e encaminhados a cdmara de fluxo laminar, onde os embrides zigdticos
foram excisados das sementes e imersos durante 15 segundos em solucéo de alcool 70% (v/v), entdo lavado em é&gua
destilada e autoclavada e imerso em solugao de hipoclorito de sodio (1% de cloro ativo) durante 10 minutos, seguido de
triplice lavagem em agua destilada e autoclavada. Os explantes foram inoculados em frascos de vidro (6,8 X 10 cm)
contendo com 30 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose e
com diferentes concentracdes do regulador de crescimento 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) (0,0; 0,25; 0,5 mg L
1y combinado com 1 mg L* de ANA (4cido naftalenoacético). O pH foi ajustado em 5,8 antes da adi¢do do agente
gelificante &gar (6 g L) e autoclavado a 120°C e 1 atm, durante 20 minutos. Apo6s a inoculagdo, foram mantidos em
sala de crescimento na auséncia de luz durante 30 dias, apds este tempo foram transferidos para presenca de luz por
mais 30 dias. As avaliagdes foram realizadas a cada 15 dias apds o estabelecimento de cultivo durante 90 dias. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, constituido de 3 tratamentos e 6 repeticfes, com trés
explantes por parcela (frasco) totalizando 54 unidades amostrais. As varidveis observadas foram: porcentagem de
sobrevivéncia, contaminagfes fungicas e bacterianas, formacao de calos, coloracdo e consisténcia dos calos (fridvel ou
compacto). Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e comparados pelo teste de Tukey (5%). O
programa utilizado foi Sisvar (Sistema para Andlise de Variancia) versdo 5.1 (FERREIRA, 2014).



Resultados e Discussao

Apo6s 15 dias de incubacdo na auséncia de luz, observou-se o inicio o processo de desdiferenciagdo e indugdo de
calos com o intumescimento dos embrides e a formagdo de 12% de calos em meio nutritivo. Durante o periodo de
avaliacdo (90 dias), ndo foram observadas oxidagGes e nem contaminagdes, sendo estas um dos principais obstaculos ao
cultivo in vitro de espécies lenhosas. Em consequéncia disto, a média de sobrevivéncia dos embrides cultivados in vitro
foi de 70%. Passados os 90 dias, todos os tratamentos empregados promoveram a formacdo em média de 34,5% de
calogénese nos explantes, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre eles conforme pode ser observado na
Figura 1.
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Figura 1. Porcentagem sobrevivéncia e formacdo de calos em embribes zigdticos de seringueira (Hevea spp.) em
resposta aos tratamentos para indugdo de calogénese.

Apesar de ndo ser observado diferenga significativa entre os tratamentos empregados (p>0,05), pode se dizer
que no tratamento contendo 0,5 mg L™ de 2,4-D combinado com 1,0 mg L de ANA possibilitou melhores resultados na
inducdo de calos nos explantes (44%) conforme pode ser observado na figura 1. Passados o periodo de avaliacdo (90
dias), os calos primarios de coloracdo marrom claro e que apresentaram consisténcia compacta e caracteristicas ndo
embriogénicas (Figura 2).

Figura 2. Embrido zigdtico de seringueira (Hevea spp.) apds 90 dias de incubagao em meio de cultura MS suplementado
com 0,5 mg L' de 2,4-D (Acido 24-diclorofenoxiacético) combinado com 1,0 mg L* de ANA (Acido
Naftalenoacético), com a presenca de calo compacto de cor marrom claro.

Embrides zigbticos sdo excelentes explantes excelentes para propagacao in vitro, devido a sua natureza juvenil e
alto potencial de regeneracdo, seu uso ajuda a superar as barreiras genéticas a germinagdo, produzir plantas assépticas
e esclarecer os aspectos inerentes a nutricdo (REKA et al., 2014). Além da elevada capacidade de expressar sua
totipoténcia pela constituicdo meristematica, é possivel obter embrides em larga escala, sua colheita pode ser
facilitada e ainda reduzir a ocorréncia de contaminagdes microbianas (TEIXEIRA et al., 1993). Diante deste contexto,
a maioria dos programas de embriogénese somatica tem utilizado embrifes zigoticos como fonte de explante em
diferentes espécies: Bactris gasipaes Kunth (STEINMACHER et al., 2007), Coffea aradbica L. (LACERDA et al.,
2015), Elaeis guineensis Jacq. (GOMES et al., 2016), Zea mays (SALGADO et al.,, 2017). Um protocolo de



micropropagacdo eficaz foi desenvolvido via embriogénese somética por meio de explantes de seguimentos
radiculares oriundo de plantulas germinadas in vitro (ZHOU et al., 2010).

Um (nico explante pode gerar calos fridveis ou compactos. Quando se busca a embriogénese somatica, sdo
indicados calos fridveis por apresentarem tecidos formado por células sobrepostas que, ao toque, se desagregam em
células ou grupos de células. Uma vez que, os calos compactos sdo compostos por células compactadas entre si,
formando um tecido resistente ao corte ou fragmentagdo (GODOY-HERNANDEZ; VAZQUEZ-FLOTA, 2006;
FLORES, 2006; GEORGE et al., 2008). A formacdo de calos priméarios depende da espécie estudada. Pereira et al.
(2004), verificaram que a formagdo dos calos em Uncaria tomentosa ocorreu ao final de 45 dias de cultivo. Para
Acrocomia aculeata, esta formacdo calogénica foi verificada somente aos 90 dias de cultivo (LUIS; SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2014). Enquanto que, para a espécie estudada no presente trabalho, a formagao de calos foi constatada ap0s
15 dias de cultivo.

A inducéo de calo é dependente de um balanco hormonal intermediério de auxinas e citocininas (PREECE, 2008).
No presente trabalho foi observado que em todos os tratamentos os calos apresentaram textura compacta e coloracéo
marrom claro, o que pode ser um indicativo de alta atividade auxinica (TERMIGNONI, 2005).

Conclusao

Embrides zigoticos sdo explantes promissores para a inducéo de calos em Hevea spp.. Esse trabalho servira como
suporte para outros trabalhos com micropropagacéo de seringueira, bem como utilizando outras combinages ou outros
tipos de fitorreguladores, afim de induzir calos friaveis e embriogénicos nesta espécie.
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