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RESUMO - Plintulas de alfafa (Medicago sativa L.), puerdria (Pueraria phaseoloides
(Roxb.) Benth) e tomateiro (Lycopersicum esculentum Mill} com quinze dias apés a germina-
¢do, e de batata (Solanum tuberosum L.) € batata-doce (fpomoea batatas (L.) Lam) com 40
dias, foram utilizadas na obtengio de explantes, transferidos para tubos contendo 20 ml de
meio Murashige & Skoog (MS) suplementado com 5 mg de 2,4-D ¢ 1 mg de cinetina por litro
de meio, para obtencédo de calos. Os calos obtidos foram repicados para meio MS com 2 g/1
de caseina hidrolizada e utilizados para a obtengio de suspensdes de células, em frascos-er-
lenmeyer, contendo 25 ml de meio MS liquido, suplementados com 5 mg de 2,4-D, 2 mg de
biotina, 1 mg de cinetina ¢ 1 g de caseina hidrolizada por litro ¢ de meio. As suspensdes de
células foram mantidas sob agitacio, de 90 rpm, a 27°C e com 16 hs/difrias de luz (1000
lux). O estabelecimento das curvas de crescimento e peso fresco de células foi determinado
durante 24 dias, em intervalos de trés dias, sendo sua viabilidade monitorada, periodicamente,
pela técnica de redugdo do INT. As suspensoes de células obtidas de calos de hipocétilo de
alfafa, batata-doce e puerdria, apresentaram maior viabilidade e crescimento mais répido e abun-
dante,que aquelas ebtidas de calos de hipoc6tilo de batata e tomateiro, e radicula de pueréria,

Termos para indexagio: curvas de crescimento, alfafa, batata, batata-doce, puerdria, toma-
teiro, cultivo in virro.

OBTENTION OF CALLUS AND CELL SUSPENSION OF DIFFERENT PLANT SPECIES

ABSTRACT - Fifteen-day old seedlings of hicerne (Medicago sativa L.), pucraria (Pueraria
phaseoloides (Roxb,) Benth) and tomato (Lycopersicum esculentum Mill), and sweet potato
(Ipomoea batatas (L.) Lam) were transfered to tubes containing 20 ml of Murashige & Skoog
(MS) medium, ammended with 5 mg/l of 2,4-D and 1 mg/1 of cinetin per litre of medium,
for the obtention of callus. The obtained calluses were transplanted to Erlenmeyer flasks
containing MS medium with 2 g/1 of casein, and were used for the obtention of cell suspen-
sions, in Erlenmeyer flasks containing 25 ml of liquid MS medium, ammended with 5 mg of
2,4-D, 2 mg of biotin, 1 mg of cinetin and 1 g of casein per litre of medium. The celf suspen-
sions were incubated, under 90 rpm shaking at 27°C temperature and 16 h of light a day
(1,000 lux), The establishment of the growth curves and fresh weight of cells was determined,
every three days, during 24 days with periodical monitoring of cell viability, through INT
(iodonitrotetrazolium) monitoring technique, Suspensions from calluses of lucerne, sweet
potato and pueraria hypocotyl exhibited more abundant and faster growth rate and greater
viability than those from potato and tomato hypocotyl, and pueraria radicles,

Index terms: growth curves, lucerne, potato, sweet potato, pueraria, tomato, culture in vitro.
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INTRODUCAO

Calos sao tecidos ndo diferenciados, cons-
titufdos por um grupo de células diferenciadas
e desorganizadas que se desenvolve como res-
posta a uma lesdo quimica ou ffsica (Yeoman
& Macleod 1977), e quando cultivados em
meio com elevada concentragio de auxina e
adigdo de caseina hidrolizada, apresentam-se
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fridveis (Dixon 1985). Calos com essa con-
sisténcia sao requeridos para a obteng@o de sus~
pensido de células, que se caracterizam pelo
crescimento de agregados ou células dispersas,
quando em meio de cultura liquido sob agita-
Gao (Eriksson 1965 e Street 1973).

A cultura de calos e de suspensio de célu-
las pode ser derivada de um grande mimero de
Orgaos da planta (rafzes, brotos, folhas) ou ti-
pos de células especfficas (endosperma, pd-
len), sendo a escolha de uma dessas fontes de
explantes uma fungio do objetivo do estudo e
do meio de cultura utilizado (Street 1973).
Tanto os calos quanto a suspensdo de células
sdo de grande importincia para o estudo de
fendémenos morfogenéticos in vitro, bem como
para a obtengio de variagdes genéticas no ex-
plante inicial (Dixon 1985, Evans et al. 1981,
Hildebrandt et al. 1946, Street 1973). Além
disso, suspensées de células tém sido utiliza-
das para a obtengdo de produtos secundérios,
incluindo vérios fArmacos, representando uma
biotecnologia de grande interesse cientifico e
comercial.

As metodologias para obtengao de calos de
varias espécies vegetais sio amplamente co-
nhecidas (Dixon 1985, Evans et al. 1981,
Henderson et al. 1984, Murashige 1980 e
Phillips & Collins 1984), mas adaptagdes nos
métodos de desinfestacdo superficial, na ob-
tencdo de explantes e na suplementagio do
meio de cultivo, sdo ainda necessérias, espe-
cialmente para novas cultivares, espécies ve-
getais menos estudadas e estudos com objeti-
vos especificos.

O presente estudo teve como objetivo a
obtencdo de cultura de calos e de suspensao
de células de alfafa, batata, batata-doce, pue-
réiria e tomateiro.

MATERIAL E METODOS

Para a obtengao de calos, transferiram-se cinco
sementes de alfafa (Medicago sativa L.), puerdria
(Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth) e tomateiro
(Lycopersicum esculentum Mill) desinfetadas em hi-
poclorito de sédio a 0,5%, por 15 minutos, ¢ lavadas
por trés vezes em 4gua destilada e autoclavada, para

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 25(6):289-8935, jun. 1990

M.A. de PAULA et al.

placas de 9 cm de didmetro, contendo 30 ml de meio
dgar-dgua a 0,7%, autoclavado, pH 6,0, sendo estas
placas incubadas no escuro a 25°C. Plantulas de ba-
tata (Solanum tuberosum L.) e de batata-doce (/po-
moea batatas Lam) foram obtidas de segmentos
contendo gemas laterais em meio MS (Murashige &
Skoog 1962), 7 g/l de dgar ¢ pH 5,7, incubadas em
cdmara de crescimento a 25°C, com 16 hs didrias de
Iuz {1.000 lux).

As plintulas de alfafa, puerdria e tomateiro, com
15 dias de incubagido apds a germinagio, e plintulas
de batata e batata-doce, obtidas apés 40 dias de in-
cubagdo, foram seccionadas em segmentos de hipo-
cétilo e radicnla de aproximadamente 2 cm, e trans-
feridos para placas-de-petri contendo papel de filtro
umedecido e autoclavado. Nas placas, eles receberam
cortes transversais e longitudinais, sendo em seguida
transferidos para tubos de 20 x 150 mm contendo
20ml de meio MS, suplementado com 5 mg de 2,4-
4cido diclorofenoxiacético-2,4-D + 1 mg de cineti-
na, 7 g de 4gar por litro de meio, e pH ajustado para
5,7 X 0,1. A transferéncia foi feita utilizando-se
pinga longa, sendo colocado, horizontalmente, ape-
nas um explante na parte superficial de meio de cut-
tivo inclinado. Os tubos foram vedados com tampa
de plistico e identificados. Todas essas operagdes
foram realizadas em clmara de fluxo laminar, utili-
zando-se pingas, estiletes ¢ bisturis desinfestados em
lcool etilico 70%.

Os tubos contendo os explantes de alfafa, batata e
batata-doce foram incubados em cdmara de cresci-
mento em completa escuridio, (Henderson et al,
1984 e Phillips & Collins 1984), enquanto 0s ex-
plantes de puerdria e tomateiro foram incubados em
cimara com fotoperfodo de 16 hs de luz/8 hs de es-
curo (Dixon 1985), com intensidade luminosa de
1.000 lux. A temperatura da ciimara de crescimento
foi mantida em 27°9C em ambos os casos. Realiza-
ram-se observagdes didrias por um perfodo de 40
dias, sendo a ocorréncia de contaminagdes e inicio de
indugdo de calos devidamente anotados. Apds esse
perfodo, fragmentos de 3 mm de diimetro de calos
induzidos foram repicados para tubos de 20 x
150 mm contendo 20 ml de meio MS suplementado,
conforme descrito anteriormente, sendo adicionados
ainda, 2 g/l de casefna hidrolizada. Essa operagio de
repicagem de calos foi realizada mensalmente, du-
rante todo o perfodo de condugio dos diferentes ex-
perimentos.

A suspensio de células foi obtida em frascos-er-
lenmeyer de 125 ml, vedados com algodao ¢ papel
aluminio, contendo 25 ml de meio liquido autoclava-
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do, meio MS suplementado com Smg de 2,4-D,
2 mg de biotina, 1 mg de cinetina e 1 g de cascina hi-
drolizada, por litro de meio, ¢ pH 6,0, Fragmentos
fridveis de calos, de aproximadamente 200 mg, fo-
ram obtidos 30 dias apés a repicagem e mantidos sob
agitagio em agitador reciprocante a 90 rpm, 27°C e
com 16 hs de luz didrias (1.000 lux), conforme Gam-
borg (1966). Apés 20 dias de cultivo, foram transfe-
ridos, aproximadamente, 0,4 g de células para fras-
cos-erlenmeyer contende 25 ml de meio MS, des-
¢rito anteriormente. As curvas de crescimento das
células foram obtidas pela determinagio do peso
fresco, a cada trés dias, durante 24 dias de incuba-
¢ao. Para a determinagio do peso fresco, proce-
deu-se 2 filtragdo a vicuo, de trés repeticdes de cada
suspensdo, utilizando-se filtro de membrana com
porode 0,25 mp..

A viabilidade das cé€lulas vegetais obtidas apds la-
vagem por trés vezes em solugio estéril de sacarose
a 0,2%, conforme Carr et al. (1985) — utilizando-se
unidades de filtragio contendo papel de filtro esteri-
lizado —, foi avaliada pela incubagiio em placas de
60 mm de difimetro, por 12 horas, no escuro e a
27°C, em minimo de trés amostras contendo apro-
ximadamente 200 células (quantificadas em 1iminas
microscépicas quadriculadas), imersas em 20 ml de
solugdo de iodonitrotetrazolium violeta (INT) a
0,2%, em tampio Tris HC1 0,2 M (pH 7,4). As célu-
las foram consideradas vifveis, quando apresentaram
intensa pigmentacio avermelhada, mediante obser-
vaghes feitas em microscdpio estereoscdpico com
aumento de 40 vezes, caracterizando a redugfo de
tetrazolium para formazan (Carr et al. 1985 ¢ Mac
Donald 1980). Os resultados foram expressos em
percentagem média de células vidveis.

Em todos os experimentos, utilizaram-se no mf-
nimo sete repetigdes para cada tratamento, com ex-
cessio das curvas de crescimento das células, em que
se utilizaram apenas trés repetigdes.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O inicio da formacdo dos calos nos ex-
plantes das diferentes espécies vegetais variou
em fungio do tempo de incubagiio (Tabela 1).
Para a alfafa, a indugfo teve inicio aos oito
dias apés a inoculagdo, com o surgimento de
dreas esbranquigadas e proliferagio intensa de
células sobre os cortes superficiais, apresen-
tando aspecto gelatinoso. Na batata, e puers-
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ria, tanto de hipocétilo quanto de radicula,
e tomateiro, s6 houve sinais de indugdo de
calos aos quinze dias. Para a batata e tomatei-
ro, verificaram-se calos de coloragdo clara e
aspecto grumoso, recobrindo os cortes 4 su-
perficie dos explantes. Na puerdria, explantes
tanto de hipocdétilo quanto de radfcula apre-
sentaram calos de aspecto grumoso e de colo-
ragdo amarelada. O infcio da inducio de calos
em batata-doce s6 foi verificado aos 22 dias,
quando ocorreu intensa proliferagio de as-
pecto gelatineso e coloragio amarelada, Essa
resposta diferenciada das espécies vegetais
i indugho de calos em relagio ao tempo de in-
cubagdo j4 foi relatada por Evans et al.
(1981), e estd relacionada a exigéncias nutri-
cionais especfficas (Hildebrandt et al. 1946),
condicbes de incubacdo (temperatura, lumino-
sidade etc.) e a caracteristicas intrinsecas da
espécie ou mesmo cultivar,

A coloragao dos calos obtidos variou com o
perfodo de incubagio (Tabela 1). No caso de
alfafa, batata, batata-doce e tomateiro, a colo-
ragdo inicialmente esbranquigada passou a
amarelada, possivelmente em decorréncia da
sintese de pigmentos, alteragGes no metabo-
lismo celular e amadurecimento das células,
conforme Nozue et al. (1987). O surgimento
de pigmentagfio verde em calos de puerdria,
tanto naqueles obtidos de hipocétilo quanto
naqueles de radicula, estd associado & presen-
¢a de clorofila (Evans et al. 1981). As colora-
¢oOes dos calos tornaram-se mais intensas com
a idade. No final da incubagio, verificou-se o
surgimento de Areas necrosadas na parte basal
dos calos de alfafa, batata e tomateiro. De
acordo com Yeoman & Macleod (1977), esses
sintomas sio comuns na fase de envelheci-
mento de calos, ¢ sdo devidos & morte pro-
gressiva das células envelhecidas, acimulo de
substincias téxicas e esgotamento dos nu-
trientes do meio de cultivo. Verificou-se que
aos 40 dias de incubacgho, os calos obtidos de
hipocétilo de puerfria apresentaram o dobro
do didmetro observado em calos de radfcula.
Notou-se ainda, um aumento de ireas necro-
sadas e envelhecidas nos calos de radicula, in-
dicando reduzida viabilidade nas condigdes de
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TABELA 1. Inicio da formaciio (indugio) de calos e aspectos visuais em diferentes espécies vegetais
em meio MS. Médias de 7 repeticoes.

Puerdria

Perfoda
de Alfafa Batata Batata-doce Hipocétilo Radicula Tomateiro
Incubagio
(dias) indu- colora- indu- colora- indu- colora- indu- colora- indu- colora- indu- colora-
gao gao ¢iio Gio ¢io <1 Gao gio ¢io ¢io [te} ¢io
8 *  esbranquigada - - - - - - - - - -
15 +  esbranquigada *  esbranquigada - - *  amarelada *  amarelada *  esbranquigada
22 +  amarelada +  esbranquigada *  esbranquigada +  esverdeada + amarelada +  esbranquigada
30 +  amarelada +  esbranquigada +  amarclada + esverdeada + esverdeada +  esbranquicada
40 +  amarelada +  amarelada +  amarelada + esverdeada + esverdeada +  amarelada

— sem alteragao
* infcio da indugio

+ calos induzidos, presenga de proliferagdo de células  superficie do propdgulo.

cultivo adotadas. Além disso, os calos de radf-
cula de pueréria apresentaram aspecto mais rf-
gido e compacto em relagéio aos calos de hipo-
cétilo, sendo estes ltimos caracterizados pela
intensa proliferagio de células ¢ elevada fria-
bilidade.

Apds a repicagem para meio MS suple-
mentade os calos apenas apresentaram dife-
rengas em crescimento e vigor a partir de
quinze dias de incubagio, quando os calos
obtidos de hipocdtilo e radicula de puerdria
apresentaram maior crescimento em relagio
aos demais, que praticamente ndo diferiram
entre si (Tabela 2). No entanto, os calos de
hipocétilo apresentaram crescimento mais vi-
goroso, coloragdo esverdeada mais intensa,
bastante frifveis e com pequeno nimero de
partes necrosadas, comparativamente aos calos
de radfcula. Aos 22 dias, os calos de hipocé-
tilo atingiram o dobro do didmetro de calos de
radfcula. De acordo com Dixon (1985), esse
crescimento mais lento de calos de radicula
pode ser associado a caracteristicas dos meios
de cultivo utilizados, aspectos intrinsecos do
explante e luminosidade. Quanto a esse 1iltimo
fator, tubos contendo calos de radfcula, quan-
do incubados no escuro, apresentaram cresci-
mento mais lento ¢ senescéneia mais répida,
Calos das demais espécies vegetais, apesar de
terem apresentado crescimento inferior ao ve-
rificado para calos de hipocétilo de puerdria,
mostraram-s¢ bastante fridveis e com prolife-
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racio intensa de células na superficie. A colo-
ragio dos calos obtidos persistiv conforme
desctito no perfodo de indugéo, ou seja, ama-
relada na alfafa, batata, batata-doce e tomatei-
ro ¢ esverdeada na pueréria.

As curvas de crescimento de suspensdes de
células das diferentes espécies vegetais, obti-
das a partir dos calos induzidos, sdo apresen-
tadas na Fig. 1. Baseando-se no modelo de cur-
va caracterfstica de crescimento de células in
vitro, proposto por Wilson et al. (1971), ape-
nas as suspensdes de células obtidas de calos
de hipocétilo de alfafa, batata, batata-doce e

“
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FIG. 1. Curvas de crescimento de suspensio de
células de diferentes espécies vegetais
em meio Muorashige & Skoog (MS) su-
plementado.
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pueriria apresentaram comportamento caracte-
ristico. As demais suspensdes de células apre-
sentaram crescimento bastante inferior, com
dilatacio das fases log ¢ exponencial. Esses
periodos das fases de crescimento de suspen-
sbes de células das diferentes espécies vege-
tais, crescendo em meio MS suplementado,
sdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que
suspensdes de células de alfafa, batata-doce ¢
puerdria apresentaram crescimento mais favo-
recido, em relagio As demais, sendo que o me-
nor crescimento de suspensio de células de
batata, radfcula de puerdria e tomateiro pode
ser atribufdo a qualidade dos calos de origem,
4 curta viabilidade no meio de cultivo utiliza-
do e ao nic atendimento de todas as exigén-
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cias necessdrias para a maximizagio de seu
crescimento in vitro. No entanto, as condigdes
de cultivo adotadas mostraram-se favordveis
as suspensdes de células de alfafa, batata-doce
¢ hipocdtilo de puerdria, que apresentaram
coloracdo esverdeada, com células alongadas
em intensa divisio, dispersas, ¢ viabilidade em
torno de 60 a 80%, avaliada pela redugdo do
INT. Observou-se, porém, que a viabilidade
das células, de forma geral, diminuiu a partir da
fase de desaccleragéo de crescimento, sendo
csse efeito mais notério em suspensio de cé-
Iulas de tomateiro e radicula de pueréria.
Apesar de os calos serem um tecido nao di-
ferenciado e crescerem como um grupo de
células desorganizadas (Yeoman & Macleod

TABELA 2. Diimetro médio (mm) de calos obtidos apds repicagens, em diferentes épocas (dias) em

meio MS. Médias de 7 repeticoes.

Puerdria
Incubagio Alfafa Batata Batata-doce Tomateiro
Hipocétilo Radfcwa
g 3,45 +0,13* 3,50 0,62 3,31 0,75 328 Y049 3,14 +0,38 3,10 £0,13
13 3,76 £0,30 3,70 10,43 3,68 10,17 543 +1,51 4,57 0,53 3,80 10,21
22 584 r0,45 7,72%1,12 6,79 10,89 10,86 £1,68 5,85 %090 6951043
30 12,46 11,12 13,50 10,90 15,45 0,12 1643 %231 9,57 1,13 11,20 £0,29

* Desvio padrio da média.

TABELA 3. Perfodo (dias) das fases! de crescimento de suspensdes de c€lulas de diferentes espécies

vepetais, em meio MS suplementado.

Puerfria

Fases Alfafa Batata Batata-doce Tomateiro

Hipocétilo Radfcula
log 0-3 0-6 0-3 0-3 0-6 0-6
exponencial 3-9 6-12 3-9 3.9 6-12 6-12
linear 9-15 12-18 9-15 9-15 12-18 12-18
progressiva
desaceleragio 15-18 18-21 15-18 15-18 18-21 18-21
estacion4ria 18-24 21-24 18-24 18-24 21-24 21-24

1 As diferentes fases foram caracterizadas com base na curva de crescimento de células, apresentada na
Fig. 1, que seguiu modelo caracterfstico proposto por Wilson et al. (1971).
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1977), estes podem apresentar metabolismo,
composi¢ao bioqufmica ¢ exigéncias distintas
em relagdo ao explante de origem. Segundo
Phan et al. (1987), de forma geral, em plantu-
las obtidas in vitro, os agicares soldveis e
compostos fendlicos diminuem, enquanto os
dcidos orginicos e proteinas sohiveis tendem a
avmentar. Porém, calos obtidos desses ex-
plantes apresentam maior conteiido de com-
postos fendlicos, dcidos orginicos e agiicares
reduzidos. Assim, essas caracteristicas bio-
quimicas ¢ metabdlicas dos calos podem ter
sido modificadas durante scu crescimento, in-
fluenciando conseqiientemente, as suspensdes
de células obtidas nas condigbGes de meios de
cultivo e incubagio adotadas. Conforme os re-
sultados apresentados, observa-se que o meio
de cultive utilizado, mostrou-se mais adequa-
do para a obtengdo de suspensdo de células de
hipocétilo de alfafa, batata-doce e pueriria.
Outras suplementagdes do meio MS ou mesmo
alteracOes nas concentragbes daquelas utiliza-
das, podem permitir melhor crescimento das
outras suspensoes de células in vitro.

CONCLUSOES

1. Calos fridveis de alfafa, batata, batata-
doce, pueréria e tomateiro, foram obtidos em
meio MS suplementado com casefna hidroliza-
da, cinetina e 2,4-D.

2. Suspensées de células obtidas de calos
de hipocétilo de alfafa, batata-doce e puerdria,
apresentaram crescimento mais rdpido e abun-
dante que daquelas obtidas de calos de hipo-
cétilo de batata e tomateiro, e radicula de pue-~
raria, em meio MS suplementado.

3.. Tanto calos, quanto suspensao de célu-
las obtidas de hipocétilo apresentaram cresci-
mento mais rdpido e abundante, € maior viabi-
lidade do que aqueles obtidos de radicula de
puerdria.
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