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Influéncia de auxinas e tipos de explantes na inducao de calos friaveis
em Piper hispidinervum C. DC!

Influence of auxins and explants types in the induction of friable callus in Piper
hispidinervum C. DC

Frederico Henrique da Silva Costa?, Tatiane da Silva Loureiro® e Jonny Everson Scherwinski Pereira*

Resumo - O trabalho objetivou avaliar a influéncia de diferentes auxinas e tipos de explantes na calogénese de
Piper hispidinervum C. DC., visando ao cultivo de células em suspensdo. Como fonte de explantes utilizaram-se
segmentos foliares e internodais provenientes de plantulas germinadas in vitro. O meio de cultura bésico foi
constituido pelos sais e vitaminas de MS. Como auxinas foram testadas, isoladamente, ANA, AIB, AIA e 2,4-D nas
concentracdes de 0; 2,5 e 5 mg L. Os explantes foram dispostos em frascos de 250 mL contendo 30 mL de meio,
sendo os segmentos foliares inoculados com a face abaxial em contato com o meio. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado e cada tratamento foi composto de cinco repeticdes com seis explantes por parcela. As
culturas foram mantidas no escuro em sala de crescimento com temperatura de 25+2 °C por trés semanas, quando
se procedeu a avaliacdo referente a formacao de calo. Verificou-se que o tipo de explante influenciou significativa-
mente a formacdo de calos. Explantes foliares foram mais responsivos que explantes internodais e para ambos os
tipos de explantes a formagao de calos foi maior quando cultivados em meio adicionado de ANA.

Palavras-chave: Pimenta longa. Calogénese. Cultura de células. Fitorreguladores.

Abstract - The objective of this work was to evaluate the influence of auxins and explants types in the callogenesis
of Piper hispidinervum C. DC. in cultivation of cells in suspension. As explant source was used leaf and internode
segments obtained from plantlets germinated in vitro. The basal medium constituted of the salts and vitamins of
MS. As auxins were tested NAA, IBA, IAA and 2,4-D in concentrations of 0; 2.5 and 5 mg L. The explants were
disposed in 250 mL flasks with 30 mL medium, being the leaf segments inoculated with the abaxial side in contact
with the medium. Six explants per treatment were arranged in a completely randomized design with five replications.
Cultures were maintained in the dark in a growth room at 25+2 °C for three weeks, when the callus formation was
evaluated. It was verified that the explant type significantly influenced the callogenesis. Foliar explants were more
responsive than internodes and for both explants the callus formation was larger when to the culture medium was
added NAA.

Key words: Pimenta longa. Callogenesis. Cells culture. Phytoregulators.

' Recebido para publicagdo em 15/02/2006; Aprovado em 07/01/2008

2 Eng. Agronomo, Doutorando em Fitotecnia/UFLA, Caixa Postal 3037, Campus Universitario, CEP: 37.200-000, Lavras, MG.
fredericohenrique @yahoo.com.br

3 Bi6loga, Mestranda do Curso de Biotecnologia/UFAM, Manaus, AM, tathiloureiro@hotmail.com

4 Eng. Agronomo, Dr., Pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Nicleo de Recursos
Genéticos, CP 02372,CEP.: 70 770-900, Brasilia, DF. Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPq,
jonny @cenargen.embrapa.br



F. H. S. Costa et al.

Introducao

A pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.), per-
tencente a familia Piperaceae, ¢ uma planta arbustiva nati-
va da regido Amazdnica, de cujas folhas e ramos finos ob-
t€m-se um dleo essencial utilizado para a extragdo de safrol,
um metabdlito secunddrio com grandes potencialidades
de uso comercial por empresas de cosméticos e inseticidas
(SA; PIMENTEL, 2001; WADT, 2001). Contudo, por se tra-
tar de uma espécie em fase de domesticagao (SOUSA et al.,
2001) e praticamente desconhecida do ponto de vista cien-
tifico, pesquisas envolvendo métodos mais eficientes de
propagacio, que possibilitem avangos no melhoramento
vegetal dessa espécie ou ainda favorecam a sintese de
safrol se fazem necessarias.

Nesse sentido, o emprego de técnicas de cultura de
tecidos vegetais, em especial a cultura de calos e o cultivo
de células em suspensdo sdo de relevante importancia as
pesquisas envolvendo diferenciagdo celular, biologia
molecular, assim como para producao de metabdlitos se-
cundarios na area industrial (HAYASHI et al., 2002; VALLE,
2003). Para tanto, a formagao de calos a partir de um explante
(calogénese) representa uma etapa fundamental no pro-
cesso, necessitando primeiramente de estudos acerca da
concentracdo ideal, tipos de fitorreguladores e fonte de
explantes a serem utilizados (MORALES et al., 1999). De
acordo com George e Sherrington (1984) o tipo de explante
e a constituicdo do meio de cultura, assim como a idade
fisiol6gica e ontogenética do 6rgao e o tamanho do explante
(THORPE; PATEL, 1984) exercem grande influéncia no tipo,
grau de diferenciagdo e potencial morfogenético dos calos
formados em um determinado genétipo. Estudando a influ-
éncia do tipo de explante na indugdo e crescimento de ca-
los em Saussurea obvallata (DC.) Edgew., Dhar e Joshi
(2005) observaram significativa influéncia do tipo primédrio
de explantes sobre a taxa de formagao de calos.

Em relag@o aos reguladores de crescimento vegetal,
a inducdo de calos fridveis é geralmente favorecida por
uma alta relacdo auxina/citocinina, assim como pela adi¢ao
de outros componentes ao meio de cultivo ou mesmo pelo
gendtipo empregado (PESCADOR et al., 2000). Dentre as
auxinas existentes, o acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)
e o acido naftalenoacético (ANA) sdo as mais
freqlientemente empregadas, sendo que o 2,4-D tem sido
mais utilizado na indugdo de calos e em culturas em sus-
pensdo, enquanto o ANA € usado quando a organogénese
é requerida. Porém, altas concentrag¢des desta auxina po-
dem induzir a calogénese (GASPAR et al., 1996). Segundo
Caldas et al. (1990) as diferentes respostas exercidas pelas

auxinas se devem a diferengas no metabolismo e estabili-
dade das mesmas, sugerindo a possibilidade de outros ti-
pos de auxinas poderem promover resultados similares
aquelas rotineiramente utilizadas.

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a influ-
éncia dos tipos de auxinas e explantes sobre a formagao de
calos fridveis em Piper hispidinervum C. DC., visando futu-
ramente o cultivo de células em suspensao dessa espécie.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de
Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Acre, Rio
Branco, AC.

Ramos reprodutivos de Piper hipidinervum C. DC.
foram depositados como exsicatas no Herbario do Parque
Zoobotanico (PZ) sob n° 6.749. As sementes de P.
hispidinervum C. DC. foram desinfestadas superficialmen-
te com imersao por 1 minuto em dlcool (70%), seguida de 20
minutos em dgua sanitdria comercial (50%). Posteriormen-
te, foram lavadas por trés vezes em dgua destilada
autoclavada. Em seguida, foram colocadas para germinar
em meio constituido pelos sais e vitaminas de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L' de
sacarose e solidificado com 6 g L' de dgar. O pH do meio foi
ajustado para 5,8 + 0,1 anteriormente a adi¢do do agente
geleificante, sendo em seguida autoclavado a 121 °C e
1,3 kgf cm? por 15 minutos para esterilizag@o.

Apés oito semanas de cultivo, plantulas com altura
entre 3 e 5 cm foram selecionadas para servirem como matri-
zes para o fornecimento de material vegetal a indugdo da
calogénese. Com o auxilio de pinga e bisturi assépticos fo-
ram retirados segmentos foliares e internodais de aproxima-
damente 0,5 cm, os quais foram utilizados como explantes.
Imediatamente apds a extragdo dos explantes, os mesmos
foram inoculados em meio de cultura contendo os sais e
vitaminas de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), preparados
como descrito anteriormente, suplementado com acido
naftalenoacético (ANA), acido indolbutirico (AIB), acido
indolilacético (AIA) ou 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) nas
concentracdes de 0;2,5e Smg L.

Os explantes foram cultivados em frascos de 250 mL
de capacidade contendo 30 mL de meio, sendo vedados
com filme plastico transparente. Os segmentos foliares fo-
ram inoculados com face abaxial em contato com o meio.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramen-
te casualizado com cinco repeti¢des por tratamento e seis
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explantes por parcela. Apds a inoculagdo, as culturas fo-
ram mantidas em sala de crescimento na ausénciade luz e a
temperatura de 25 £ 2 °C.

Apés trés semanas da inoculagdo foi efetuada a
avaliacao do experimento considerando-se: a porcentagem
de explantes formando calo fridvel, ndo desenvolvidos ou
mortos e apresentando a formacao de raizes.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) e as médias dentro de cada tratamento compa-
radas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados
expressos em porcentagem (X) foram transformados em arco
seno (X/100)%3. Utilizou-se, nas andlises, o programa de
Analise Estatistica SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984).

Resultados e Discussao

Na Tabela 1 estdo apresentados os dados referen-
tes ao percentual de calos formados, explantes mortos/nao
desenvolvidos e explantes com raizes em cada tratamento.

Verificou-se que a adi¢do da auxina ANA nas concentra-
¢oes de 2,5 e 5 mg L possibilitou os maiores percentuais
de formagdo de calos fridveis (Figura 1A) e que o tipo de
explante usado teve forte influéncia sobre esta varidvel.
Nessas concentracdes de ANA, a formacdo de calos ob-
servada com a utilizacao de segmentos foliares foi de 83,2%
a 91,6%, valores significativamente superiores aqueles
observados para os internodais que foram de 43,1% e 49,6%.
Flores et al., (2006), estudando a indugdo de calos em
explantes de Pfaffia tuberosa (Spreng.), verificaram que
explantes de origem foliar foram os que proporcionaram os
melhores resultados, semelhantementes aos resultados
obtidos por Dhar e Joshi (2005), que trabalhando com ti-
pos de explantes na indug@o e crescimento de calos em
Saussurea obvallata (DC.) Edgew., observaram significa-
tiva influéncia do tipo primdrio de explantes (hipocétilo,
raizes, cotilédones e folhas) sobre a taxa de formacao de
calos, tendo sido as folhas a melhor fonte com 100% de
calogénese.

A obtencio de calos fridveis é de grande importan-
cia quando se almeja o cultivo de células em suspensao

Tabela 1 - Efeito do tipo de explante e auxinas sobre as varaveis percentual de calos fridveis, explantes mortos/nio desenvolvidos e

explantes com raizes em Piper hispidinervum C. DC

Auxinas Formacgao de calo Explantes mortos Explantes com raizes
(mgL") Folha Entren6 Folha Entren6 Folha Entren6
ANA (%)
0 0,0bA 0,0bA 13aA 0,0bB 0,0aB 65,5aA
2,5 83,2aA 43,1aB 0,0bB 15,8aA 0,0aA 0,0bA
50 91,6aA 49,6aB 0,0bA 0,0bA 0,0aA 0,0bA
AIA (%)
0 0,0bA 0,0aA 0,7aA 0,0bA 4,1bB 79,9aA
2,5 4,1abA 0,7aA 0,7aB 28,8aA 30,6aA 8,0bB
50 6,0aA 0,7aA 8,0aB 31,3aA 10,3abA 28,1bA
AIB (%)
0 0,0aA 0,0bA 2,7aA 0,0aA 0,7aB 95,7aA
25 0,0aA 2, TbA 0,0aB 5,6aA 0,0aB 71,5bA
50 0,0aB 31,8aA 0,0aA 0,7aA 0,0aB 49,8bA
24D (%)
0 0,0aA 0,0aA 0,7bA 0,0bA 0,0aB 60,2aA
25 0,0aA 0,0aA 53,5aA 13,0aB 0,0aA 2,3bA
50 0,0aA 0,0aA 63,5aA 22,3aB 0,0aB 13,0bA

Médias seguidas pela mesma letra, dentro de cada auxina testada, mintsculas na vertical e maitiscula na horizontal, ndo diferem entre si ao nivel

de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey
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Figura 1 - Calogénese em explantes de Piper hispidinervum. (A) Aspecto geral dos calos formados a partir de explantes foliares cultivados
em meio com 5 mg L' de ANA (Barra =2 cm); (B) calos obtidos em meio contendo 5 mg L' de AIB (Barra= 1 cm); (C) (Barra=2cm) e
(D) aspecto geral da morte dos tecidos em meio contendo 2,4-D (Barra =1 cm); (E) regeneragao direta de brotagdes em calos cultivados
com AIB (Barra = 0,5 cm); (F) formacido de raizes em meio desprovido de auxinas (Barra = 1 cm); (G) aspecto geral da oxidagdo e
senescéncia dos calos formados (Barra = 1 cm)
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(CID, 1992), haja vista que as células se dividem rapida-
mente e se dispersam facilmente no meio de cultura, o que
dificilmente ocorre nos calos compactos, onde as células
estdo aderidas (NARAYANASWAMY, 1977).

Ainda quanto a formacao de calos, foi constata-
do que explantes foliares cultivados em meio acrescido
de 5 mg L' de ANA formaram calos fridveis maiores e por
todo o explante quando comparado com a concentracao de
2,5mg L' e em relacéio a0 mesmo tratamento, porém utili-
zando internddios. No tratamento onde se utilizou o AIB, a
formagdo de calos também foi verificada (entre 2,7% a
31,8%), contudo, foram observados apenas em explantes
internodais, sendo caracterizados pelo tamanho menor.
Porém, com o uso desse regulador, em alguns casos obser-
vou-se a regeneracdo direta de brotos a partir dos calos
formados (Figura 1B, E).

Estudando a influéncia de diferentes combinacdes
de auxina e citocinina sobre a formacao de massa celular
(calo) em explantes foliares de Piper hispidinervum, Valle
(2003) verificou que a formagao de calo foi notadamente
afetada pelo tratamento hormonal utilizado. Além disso, o
cultivo desses explantes em meio composto com 5,0 mg L”!
de 2,4-D e 10,2 mg L' de BAP proporcionou a melhor for-
macao de calos fridveis de coloracdo verde intensa e pe-
quena diferenca da massa celular formada em explantes
foliares, significando que houve conversao de grande par-
te do explante em calo, favorecendo assim a reducao do
nimero de operacdes a ser realizada na transferéncia para
o meio liquido e, dessa forma, diminuindo o risco de conta-
mina¢do. Contudo, esses resultados foram possivelmente
em virtude da alta concentrac@o de citocinina usada, em
combinagdo com o 2,4-D, fato que pode ter anulado o efei-
to téxico do 2,4-D, visto que neste trabalho, o emprego de
2,4-D isoladamente promoveu alta mortalidade dos
explantes (Figura 1C, D), sendo significativamente superi-
or nos explantes foliares que nos internodais. Silva et al.
(2003), verificando a influéncia da concentracdo de sais e
fitorreguladores sobre a inducdo de calos em dpices
caulinares de Carqueja (Baccharis trimera), observaram
que a adicao de ANA individualmente na concentracdo de
10 uM, tanto em meio MS 50% (sais, vitaminas e inositol)
quanto em MS 100%, proporcionou maior biomassa fresca
de calos, apesar do meio MSS 50% ter proporcionado resul-
tados superiores. Estes autores observaram ainda que a
maior indu¢ao e crescimento de calos ocorreu em meio MS
50% suplementado com 15,0 uM de ANA individualizado,
ou nas concentragdes de 10,0 e 15,0 uM em combinacgdo
com 1,25 ou 2,50 uM de cinetina (CIN) e, que entre as auxinas
testadas, o ANA foi mais eficiente quando comparada ao

2,4-D individualizado ou em conjunto com CIN ou
thidiazuron (TDZ) em todas as concentrac¢des avaliadas.

Com relagdo a formacdo de raizes, observou-se que
todas as raizes foram emitidas a partir da extremidade dos
explantes internodais e que os maiores percentuais de raizes
foram verificados em meio desprovido de auxinas (Tabela 1;
Figura 1F), levando a inferir sobre uma possivel reserva
enddgena natural de auxinas nesse tipo de explantes. Além
disso, constatou-se que das auxinas empregadas, o AIB
foi o que favoreceu o maior desenvolvimento de raizes,
principalmente na concentragio de 2,5 mg L' (75,1%), ha-
vendo ainda tendéncia a regeneragdo direta de plantulas
em explantes internodais (Figura 1E).

Formacao de raizes simultaneamente a de brotos
também foi observada por Valle (2003). Porém, como nao
foi constatada uma relagdo entre tipo e concentragdo de
reguladores de crescimento com a formacao de brotos e
raizes, € possivel que esse efeito esteja relacionado com
a concentragio endégena de hormdnios dos préprios
explantes.

Quanto ao percentual de explantes mortos/nao de-
senvolvidos, a utilizagdo da auxina 2,4-D, em ambas as
concentragdes (2,5 e 5 mg L") associado a explantes
foliares, promoveu os maiores percentuais de explantes
mortos quando comparado com entrends, tendo sido de
63,5% na concentragdo de 5 mg L. Foi observado ainda
que em explantes internodais a morte do tecido se deu a
partir das extremidades e que explantes foliares foram mais
sensiveis as concentracdes de 2,4-D estudadas. Possivel-
mente, a concentragao testada desta auxina tenha causado
efeito fitotxico para esta espécie.

Uma vez formados, os calos apresentaram rapida
degeneracdo e morte, independente da auxina, fato este
caracterizado pelo elevado grau de oxida¢do dos mesmos
(Figura 1G). Foi observado que a partir de 40 dias de cul-
tivo os calos iniciaram um processo de degradacao acen-
tuado, caracterizado pelo escurecimento da massa celular,
com conseqiiente senescéncia do calo. Arnaldos et al.
(2001) atribuiram essas mudancas a formagao de compos-
tos pigmentados em resposta ao estresse surgido frente a
um possivel déficit de hormonios, nutrientes ou dgua, con-
dicdes estas que provocam um aumento em radicais livres.
Resultados semelhantes a este trabalho foram verificados
por Valle (2003), em que a adicdo de 5e 7,5 mg L' de 2,4-D
associado a 0,5 mg L' de cinetina promoveu total necrose
dos tecidos. Desta forma, cuidados devem ser observados
com relacdo a restricao de tempo entre o calo estar formado
e o inicio da degeneracao das células que o formam, uma
vez que esse periodo € de no maximo 10 dias (VALLE, 2003).
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Conclusoes

1. O maior percentual de calos fridveis formados em Piper
hispidinervum é obtido em explantes foliares cultivados
em meio acrescido de ANA;

2. A adicdo de 2,4-D ao meio, em altas concentracdes (2,5 e
5mg L"), causa fitotoxidade aos explantes e;

3. Calos de Piper hispidinervum possuem elevada sensibi-
lidade a degeneracgdo e senescéncia apds 40 dias de cul-
tivo em meio indutor.
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