FONTE E IDADE DE EXPLANTE, RADIAGAO LUMINOSA E COMBINAGOES DE NAA

E BAP NA INDUGAO DE CALOS EM STYLOSANTHES SCABRA VOG.!
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RESUMO - Estudou-se a influéncia de trés varifveis sobre indugdio e cultura de calos de
Stylosanthes scabra; diferentes combinagtes de NAA e BAP, fonte e idade de explante, e
duas condigGes de luminosidade. Os resultados demonstraram que hipocétilos com 10 dias de

* idade, cultivados em meio MS, suplementados com 2,0 mg/! de BAP, sob 835 lux (1,6 x 10?
cal .cm™?, min") de intensidade luminosa, provemients de lmpadas Gro-Lux, produzem
calos com maior peso e nfveis mais elevados de regeneracio de brotos.

Termos para indexagéio: cultura de tecidos vegetais, condigbes de luminosidade.

EFFECTS OF SOURCE AND AGE OF EXPLANT, LIGHT RADIATION AND COMBINATIONS

OF NAA AND BAP ON THE INDUCTION OF STYLOSANTHES SCABRA VOG. CALLI

ABSTRACT - The influence of several factors on the growth and morphogenesis of plant
cell, tissue and organ cultures have been intensively reported. The present investigation
studied the influence of three variable factors on callus culture of Stylosanthes scabra:
different NAA and BAP combinations, source and age of explant and two light conditions.
The results demonstrated that 10 day hypocotils, cultured on MS medium supplemented with
2.0 mgl™? of BAP, under 835 lux (1.6 x 10? cal . cm™2 . min~}, of light intensity provided by

Gro-Lux lamps produce a greater weight calli with higher levels of shoot regeneration.
Index terms: plant tissue culture, light conditions,

INTRODUCAO

O Stylosanthes scabra € uma leguminosa
papilionoidea, nativa na América do Sul e
adaptada a solos pobres e largas estagdes de
seca. No Brasil, juntamente com outras espé-
cies do género, é encontrada nos cerrados, on-
de mostra adaptagéo a solos de pH baixo e nf-
veis de até 80% de aluminio saturado (Thomas
1984). Como planta forrageira tem sido utili-
zada em regibdes tropicais, principalmente na
Austrdlia, onde a potencialidade agronémica
da espécie tem sido avaliada (Burt & Miller
1962, Stace & Edye 1984).
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Recentemente, metodologias de cultura de
tecidos (Scowcroft & Adamson 1976, Meijer
& Broughton 1981, Mroginski & Kartha 1981,
Meijer 1982a, 1982b, Ferreira 1983, Meijer
1984, Rey et al. 1985, Godwin et al. 1987a),
de cultura de protoplastos (Meijer & Steinbiss
1983, Szabados & Roca 1986), e de manipu-
lacio genética e transformagdo, utilizando-se
Agrobacterium tumefaciens (Manners 1987,
1988; Manners & Way 1989) em algumas es-
pécies do género Stylosanthes, t#m sido des-
critas na literatura.

Até o momento, a Wnica referéncia na lite-
ratura sobre a cultura in vitro de calos com
posterior regeneragio de plantas na espécie S.
scabra, era o trabalho de Godwin et al.
(1987b), que utilizou explantes oriundos de
folba, aste e pecfolo de cinco gendtipos aus-
tralianos, que respondiam diferentemente
combinagdes de 2,4-D, BAP e cinetina, obser-
vando-se alta freqiliéncia de regeneragdio da
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parte aérea em apenas trés gendtipos. O pre-
sente trabalho €, portanto, a primeira publica-
¢io de resultados obtidos com a cultura in vi-
tro de explantes cotiledonares e hipocotiledo-
nares de um gendtipo brasileiro da espécie S.
scabra (introdugio EPAMIG 1043), sendo
esta a primeira reportagem de estudos sobre o
efeito da radiagfio luminosa ¢ idade da fonte
de explantes em culturas in vitro de calos na

espécie,

MATERIAL E METODOS

As sementes de S. scabra (EPAMIG 1043), obti-
das junto ao Dr. Nuno Maria Souza Costa
(EPAMIG), foram escarificadas por cerca de dois
minutos em H,S0, (98% - Symylar) e lavadas em
dgua corrente, sendo em seguida esterilizadas em
etanol 70% (v/v) por 40 segundos, em NaOCl 2%
(v/¥) por 15 minutos, e rinsadas quatro vezes em
fgua estéril. A germinacio se deu em frasco de
300ml de capacidade, sendo inoculadas cinco se-
mentes por frasco, contendo 30 ml de meio basal MS
(Murashige & Skoog 1962), com metade de sua con-
centragio original de sais ¢ vitaminas, acrescido de
1,5% (p/v) de sacarose, livre de reguladores de cres-
cimento, tendo seu pH acertado para 5,8, solidifica-
do com 0,8% (p/v) de 4gar (Reagex) ¢ autoclavado a
1219C, a 1 atm, por 20 min. Os frascos foram veda-
dos com parafilme (Rolopac) e mantidos por 16 ho-
ras de fotoperfodo sob 1.600 hix (1,6 x 107
cal. cm™? minY) de intensidade’ luminosa, prove-
niente de 1 limpada fluorescente branca fria (GE,
85 W), 4 temperatura de 25+2°C,

Efeitos de fonte de explantes, reguladores de
crescimento e intensidade luminosa em producio
de calos

Foram utilizadas trés fontes de explantes excisa-
dos das plintulas, 40 dias ap6s a germinagio: a parte
central dos cotilédones, medindo 90 mm? ¢ pesando
5 mg em média, e o hipocétilo, que foi dividido em
duas regides - proximal A raiz e distal 3 mesma -,
sendo denominadas hipocétilo inferior ¢ hipocétilo
superior, respectivamente; ambas medindo 10 mm e
pesando 5 mg em média. Os explantes foram inocu-
lados em frascos de 30 ml de capacidade (sendo um
explante por frasco), contendo 5 ml de meio conten-
do sais e vataminas de MS, acrescido de 3,0% (p/v)
de sacarose, suplementado com NAA e BAP em 16
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combinagdes de concentragdes, pH corrigido para
5,8, solidificado com 0,8% (p/v) de fgar (Reagex) e
autoclavado a 1219C, a 1 atm, por 20 min. As con-
centragbes de reguladores de crescimento utilizadas
foram: 0,5; 1,0; 2,0 ¢ 3,0 mg/I"! de NAA e 0,1; 0,5;
1,0 e 2,0mg/1"! de BAP (Tabela 1), Para cada um
dos meios resultanies dessas combinacBes foram ino-
culados 30 frascos, sendo 10 frascos por explante, que
foram submetidos a duas condigdes de luz, em igual
ntimero, totalizando 480 frascos. Foram usados 835
lux de intensidade luminosa, proveniente de uma
limpada Gro-Lux (Sylvania, 20 W) que emite radia-
¢des em todas as faixas do espectro visfvel, e 1,600
hux provenientes de uma lémpada fluorescente bran-
ca fria (GE, 85 W). As condicdes de temperatura
¢ fotoperfodo foram idénticas aquelas utilizadas pa-
ra a germinagfo das sementes,

Os calos foram pesados aos 28 dias de cultura, em
condigBes assépticas, em balanca analftica (A200 -
Marte).

Foram atribuidas notas de 0 (calos pardacentos) a
5 (calos com coloragio verde-intenso) para caracte-
rizar a coloragfio dos calos provenientes dos dife-
rentes tipos de explantes.

Efeito de idade de plantulas para explante em
producéio de calos

Neste experimento foram utilizados dois tipos de
explantes, ou seja, a parte central dos cotilédones e
dos hipocétilos, que foram retirados de pléntulas
com 10, 20, 30 e 40 dias de idade. Tais explantes
foram inoculados em frascos de 30 m! de capacidade,
contendo 10 ml de meio basal MS, suplementado
com 0,5mg .17 de NAA e 1,0mg . 1"! de BAP, ve-
dados com parafime ¢ submetidos a 835 lux de ra-
diagio luminosa, emitida por duas l&mpadas Gro-

TABELA 1. Denominaciio dos meios de cultura
utilizados, de acordo com as con-

centraches de NAA e BAP.
BAP (mg/])
01 05 1,0 2,0
05 MI M2 M3 M4
NAA (mg/l) 1,0 M5 M6 M7 M8
20 M9 MI10 M1l MI12
30 Mi13 Mi4 MI15 Mil6
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Lux (Sylvania, 20 W). As condigbes de temperatura
¢ fotoperfodo foram idénticas s do experimento 1.
Foram feitas 20 repeti¢des de cada tratamento, per-
fazendo um total de 160 frascos. Aos 28 dias de
cultura, procedeu-se 3 pesagem dos calos obtidos ¢ A
contagem do nimero de calos que mostravam dife-
renciagdo de parte aérea.

Efeito de BAP em produgfio de calos

As fontes de explantes utilizadas foram idénticas
as do experimento 1; os explantes foram inoculados
em frascos com 30 ml de capacidade, contendo 10 ml
de meio MS suplementado com 0,0; 0,5; 1,0 cu
2mg.1"1 de BAP. As culturas desenvolveram-se
sob as mesmas condigdes de luz, temperatura e foto-
perfodo descritas para o experimento 2, e, aos 28
dias de cultura, procedeu-se i pesagem dos calos
obtidos, utilizando-se 32 repetigbes de cada trata-
mento.

Nos trés experimentos, os dados referentes ao
peso de matéria fresca dos calos foram submetidos a
andlise de varifincia, segundo o delineamento expe-
rimental inteiramente casualizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de varifincia mos-
traram que existe diferenga significativa entre
os pesos de calos provenientes das diferentes
fontes de explante (Tabela 2), concordando
com o que jd havia observado Ferreira (1983),
trabathando com explantes de hipocétilo, raiz
¢ folfolos maduros de S. bracteata.

Os cotilédones produziram, em média, calos
com maior peso, seguindo-se os hipocétilos
inferiores (Fig. 1). As maiores médias de peso
de calos, provenientes de cotilédone, ccorre-
ram em meios com menor quantidade de auxi-
na (0,5mg.1"1) e concentragdes correspon-
dentes de 0,5 ¢ 1,0 mg . I'! de citocinina. As
demais combinagbes de fitorreguladores, pro-
duziram calos com pesos enire 50 e 150 mg
(Fig. 2). :

Os calos regenerados a partir dos hipocdéti-
los mostraram tendéncia a diminuir o peso de
matéria fresca & medida em que se elevou a
concentragfioc de NAA, para nma determinada
concentracao de BAP (Fig. 3 e 4). Esta obser-
vaciio € contriria aquela feita por Ferreira
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TABELA 2. Anfllise da varifincia do peso de
matéria fresca de calos provenien-
tes de trés fontes de explante, sub-
metidos a duas condighes lumino-
sas € 16 meios de cultura.

F.V. G.L. S.Q. QM. Prob>F
Meio 15 305848.7500 20389.9167 0.00001
Explante 2 5683059786 284152.9893 0.00001
Luz 1 34582,3269 34582.3269 0.00014
Expl. (meio) 32 798056.2735 24939.2585 0.00004
Luz (meio) 16 212540.6154 13283.7885 0,00939
Luz (expl.) 3 71633.9808 71633.9808 0,00088
Luz (expl.x meio) 48 501628.8205 10450.6004 0,02020
Resfduo 350 685184.3034

Total 467 3177781.0491

0,5/0,1 0,5/1,0 1,0/0,1 1,0/1,0 2,
0,5/0,50,5/2,0 1,0/0,5 1,0/2,0 2,0/0,5 2,0/2,03,0/0,53,0/2,0
RELACAO NAA/BAP (mg/l)

FIG. 1. Peso de matéria fresca de calos diferen-
ciados a partir de 30 tipos de expiante,
submetidos a 16 condicdes de meio de
cultura, aos 28 dias apés a inoculacko.

(1983), que reportou um aumento no peso de
calos derivados de explantes hipocotiledonares
de S. bracteata, & medida que a concentragéo
de NAA no meio de cultura foi elevada de 0,1
a 3,2mg .. Houve uma tendéncia de au-
mento no peso dos calos, com a elevagiio dos
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D 18,0 mg NAA|

FIG. 2. Peso de matéria fresca de calos obtidos
de explantes cotiledonares, submetidos
a 16 combinagbes hormonais, apés 28
dias de cultive.

FIG. 3. Peso de matéria fresca de calos obtidos
dos hipocétilos inferiores e submetidos a
16 combinacdes hormonais.

nfveis de BAP para uma determinada concen-
tragio de NAA (Fig. 4), o que nos leva a es-
pecular que hd uina alta concentragfio de auxi-
. na enddgena nos explantes utilizados.

No presente trabalho observou-se que os
- meios com a relagio NAA/BAP sendo maior
que 10, ou seja, 1,0mg.1! de NAA +
0,img.I"" de BAP (MS); 20mg .11 de
NAA + 0,1 mg . I"'l de BAP (M9); 3,0 mg . I!
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de NAA + 0,1 mg.1l de BAP (M13) ¢
30mg .11 de NAA + 0,5 mg .1t de BAP
(M14); produziram 31%, 12%, 44% e 12%,
respectivamente, de calos com rizogénese; ob-
servou-se¢ ainda que a rizogénese diminuia
com o aumento da concentragio de BAP no
meio. Outros autores (Scowcroft & Adamson
1976, Meijer & Broughton 1981, Mroginski &
Kartha 1981, Ferreira 1983, Meijer 1984,
Godwin et al. 1987b) reportaram a presenca
de rafzes em calos desenvolvidos em meios
onde a relagfio auxina/citocinina era superior a
1,5, sugerindo que a rizogénese prematura di-
ficulta a regeneracéo de brotos.

A percentagem de explantes que formaram
calos foi praticamente constante para todos os
nfveis de fitorreguladores utilizados (Fig. 5).

As radiagfes emitidas pelas ldmpadas utili-
zadas influenciaram o desenvolvimento dos
calos (Tabela 2), sendo que o tratamento
Gro-lux favoreceu o seu desenvolvimento
(Fig. 6). Os dados da Tabela 2 mostram ainda
haver um efeito decorrente das interagGes en-
tre tipo de explante x meio, lux x tipo de ex-
plante e entre luz x meio.

Observou-se que os calos formados a partir
de explantes de cotilédone, diferiam em colo-
ragdo dos calos provenientes de explantes de
hipocétilo. Utilizando-se a média das notas

120;

¥
0.1 0.5 1 2

CONCENTRAGAO DE BAP (mg/)

FIG. 4. Peso de matéria fresca de calos obtidos
dos hipocétilos superiores e submetidos
a 16 combinagdes hormonais.
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obtidas para cada tipo de explante, observou-
se que o0s calos de coloragio verde mais inten-
so foram aqueles formados a partir de cotilé-
done (Fig. 7).

Os resultados da anélise da varifincia mos-
traram que hé influéncia da idade e do tipo de

100

2
1

% DE MDUGKO DE CALOS
]

i

M M3 ME N7 M9 M1 M3 W5
M2 M4 WS M MID M12 Mi4 Mis
MEIOS DE CILTURA

FIG. 5. Indugfio de calos nos 16 tipos de meio de
cultura.

120

PESO (mg)

LUZ BRANCA GRO-LUX

RADIAGAO LUMINOSA

FIG. 6. Peso de matéria fresca de calos desen-
volvidos sob duas condicdes de Iuz.
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explante no peso de matéria fresca de calo
(Tabela 3). Os calos com maior peso desen-
volveram-se a partir de cotilédone, e obser-
vou-s¢ uma tendéncia de diminuigéo do peso
dos calos (Fig. 8), bem como de ocorréncia de
rizogénese (Fig. 9) com o avango da idade do
explante, sende maior a rizogénese em calos
oriundos de cotilédone.

A maior média de peso observada ocorreu

NOTA PARA COLORACAD

FIG. 7. Calos provenientes de cotilédone, hipo-
cétilo superior e inferior. Notas para
coloracio: desde pardos (0) até verdes
(5).

TABELA 3. Anilise da varifincia do peso de
matéria fresca de calos provenien-
tes de duas fontes de explante, e

quatro idades.

Cansas da :

N G.L. S.Q. M. Prob>F
variagio Q Q
Idade 3 714432.469 238144.156 0.00001
Explante 1 10263209,556 10263209,556 0.00001
Idadexexplante 3 - 356261.019 118753.673 0.00001
Resfduo 152 1524142.550 10027.254
Total 159 12858045,594
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no tratamento onde utilizaram-se explantes
cotiledonares de 20 dias de idade. Porém, no-
tou-se que tal tratamento foi o que apresentou
maior percentagem de calos com rizogénese, o
que, segundo alguns autores, deve prejudicar a

800
RN
o . Cotllédone
.
oo —-—| Hipocdtilo
g 500
8 400
g
300
200
100
0
10 20 0 e

FIG. 8. Peso de matéria fresca de calos desen-
volvidos a partir de 2 tipos de explante,
inoculades em diferentes idades.

70 ~u
o0 Cotilédone
[
Hipocétilo
50
|
.
8
*
20
10
10 20 0 40

IDADE DO EXPLANTE {dlas)

FIG. 9. Rizogénese em calos oriundos de 2 tipos
de explante, inoculados em diferentes
idades,
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regeneracfio posterior de parte afrea (Scow-
croft & Adamson 1976, Meijer & Broughton
1981, Mroginski & Kartha 1981, Ferreira
1983, Meijer 1984, Godwin et al. 1987b), em-
bora tenham sido observados calos com for-
magi#to de rafzes e parte aérea, simultanea-
mente (Fig. 10).

Os calos desenvolvidos a partir de hipocd-
tilo apresentaram maior percentagem de rege-
neragio de gemas, em comparacio com os
calos originados de cotilédone, sendo que a
tendéncia A regeneragio diminuiu com o au-
mento da idade dos explantes (Fig. 11).

O quadro da anilise de variincia referente
a0s dados das pesagens dos calos obtidos,
mostrou que existe influéncia dos nfveis de
BAP e do tipo de explante sobre o peso de
matéria fresca de calo (Tabela 4), sendo que o
aumento da concentragfioc de BAP no meio fa-
voreceu o maior desenvolvimento dos calos
(Fig. 12),

Os calos provenientes de hipocétilo mostra-
ram uma média de peso maior que dos calos
originados de explantes de cotilédone, sendo
que a diferenca entre as médias de ambos ten-

12
Cotllédone

g v .
g Hipocétilo
5 o
+ L}
:
g 4
8
® 2

o 1 [/ﬁ/ﬁi/ﬂ/“"‘?ﬁ

10 20 30 40

IDADE DO EXPLANTE (dias)

FIG. 10. Formacio de raiz e parte aérea, si-
multaneamente, em calos regenerados
a partir de cotilédone e hipocétilo, ino-
culados em diferentes idades.
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de a aumentar conforme se eleva a concentra-
¢io de BAP (Fig. 12). A auséncia de auxina
no meio favoreceu o desenvolvimento dos ca-
los provenientes de hipocdtilo, o que ndo
ocorreu nos meios contendo auxina, caso em
que as médias de peso dos calos provenientes
de cotilédone foram sempre maiores (Fig. 1 e
8).

As médias de peso dos calos de hipocdtilo,

AN

% DE REGENERAGAO DE PARTE AEREA

10 2 30 40

IDADE DO EXPLANTE (dias)

FIG. . Calos com regeneragfio de parte aérea,
provenientes de cotilédone e hipocéti-
lo, inoculados em diferentes idades.

TABELA 4. Anflise da varifincia de peso de
matéria fresca de calos provenien-
tes de quatro fontes de explante
e submetidos a quatro nfveis de
BAP ¢ auséncia de auxina ne meio

basal MS.

Causas da

. G.L. 5.Q. M, Prob,>F
variaciio o Q Q
Meiodecultura 3 776824.203 258941.401 0.00001
Explante 3 318789.132 106263.044 0,00001
Meioxexplante 9  61360.949 6817.883 0.04595
Restduo 432 1527374.964 3535.592
Total 447 2684349,248
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100 a 200 mg, foram maiores na auséncia de
auxina no meio e diminufram para 30 a
150 mg na presenca de NAA, ocorrendo o
oposto com 08 calos provenientes de cotilédo-
ne, que mostraram pesos de 80 a 220 mg na
presenca de auxina ¢ de 50 a 100 mg na au-
séncia de NAA.

Nio se observou rizogénese nos meios
contendo exclusivamente BAP, concordando
com as observagbes de outros autores (Meijer
& Broughton 1981, Godwin et al. 1987a,
1987b), ¢ mesmo na auséncia de NAA e BAP
ocorreu a formagho de calo, indicando a exis«
téncia de teores endégenos de fitorreguladores
nos explantes utilizados, o que ndo se obser-
vou no caso de explantes retirados dos gendti-
pos australianos de S. scabra, analisados por
Godwin et al. (1987b).

O tratamento onde se utilizou hipocdtilo
como fonte de explante (considerando-se que
nfo houve diferenca significativa entre o peso
de calos provenientes da regido superior ¢ in-
ferior do hipocétilo} e a concentragio de
2,0 mg . I't BAP mostrou-se superior para a
indug@o e o desenvolvimento dos calos. J4 pa-
ra o caso de S. fuemnilis, a concentragio ideal

PESO (mg}

CONCENTRAGAO DE BAP {mol)

FIG. 12. Peso de matéria fresca de calos prove-

nientes de trés fontes de explante,
submetidos a nfveis crescentes de BAP.
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de BAP, na auséncia de NAA, para a indugéo
¢ desenvolvimento de calos derivados de hi-
pocétilo, havia sido descrita como sendo de
1,0 mg . I"'l (Meijer 1982a).

CONCLUSOES

I. O peso de calos de Stylosanthes scabra
¢ influenciado pela relago NAA/BAP existente
no meio de cultura, pela idade e fonte dos ex-
plantes utilizados, e pelo tipo de radiagio lu-
minosa.

2, A presenga de NAA no meio de cultura,
favorece o aumento do peso de calos quando
se utilizam explantes cotiledonares, ¢ provoca
diferencas significativas entre os pesos de ca-
los provenientes de hipocétilo superior e infe-
rior.

3. A auséncia de NAA e nfveis crescentes
de BAP favorecem o peso de calos desenvol-
vidos a partir de explantes de hipocétilo, e
nesta condigio, desaparecem as diferencas de
peso entre os calos provenientes de hipocdtilo
superior 2 inferior.

4. De modo geral, com o aumento da con-
centragiio de BAP em meios contendo ou ndo
NAA, hd um aumento no peso dos calos.

5. Quando a relacio NAA/BAP € alta
(maior ou igual a 1,5), ocorre rizogénese, o
que dificulta a regeneragéio de parte aérea
(Scowcroft & Adamson 1976, Meijer & Brou-
ghton 1981, Mroginski & Kartha 1981, Ferrei-
ra 1983, Meijer 1984, Godwin et al. 1987b).

6. A idade do explante influi no peso de
calo e na percentagem de calos com regenera-
¢80 de parte aérea e de rafzes, cujas freqiién-
cias tendem a diminuir com 0 aumento da idade
do explante.

7. 835 lux de radiagfio luminosa, emitidos
por duas lémpadas Gro-lux, favorecem o peso
de calos em relagio a quando se utiliza
1.600 lux de radiagfio, emitidos por uma 14m-
pada fluorescente branca fria.

8. A melhor condigdo para a cultura dos
calos, observada neste estudo, ocorre quando
a fonte de explante utilizada & o cotilédone,
com 20 dias de idade, inoculado em meio su-
plementado com 0,5mg.Il1 de NAA +

M.C. DORNELAS et al.

1,0mg .11 de BAP. Entretanto, devido &
ocorréncia de rizogénese nestas condigdes, re-
comenda-se o uso de explantes de hipocétilo
(superior ou inferior, indiferentemente), com
10 dias de idade, inoculados em meio basal
MS suplementado com 2 mg . Il de BAP. Re-
comenda-se ainda o uso de 835 lux de radia-
¢io luminosa emitida por duas lampadas
Gro-lux.
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