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Inducdo de calos fridveis em explantes foliares de Salix (Salyx humboldtiana Willd)

Induction of friable callus in leaf explants of Salix (Salyx humboldtiana Willd)

Breno Régis Santos! Renato Paiva? Cristiano Martinotto®
Rairys Cravo Nogueira* Patricia Duarte de Oliveira Paiva®

RESUMO

O salix é uma arvore ornamental adaptada a
terrenos Umidos, sendo considerada uma espécie importante
para a recomposicdo de areas ciliares degradadas. A madeira
pode ser empregada na inddstria em geral. Apesar de produzir
grande quantidade de sementes, estas ndo possuem alta
percentagem de germinacdo. O presente trabalho teve como
objetivo realizar o estabelecimento in vitro de salix através
da inducéo e formacédo de calos fridveis em explantes foliares,
visando a uma posterior regeneracdo de plantas para a
propagacdo massal desta espécie. Explantes foliares foram
inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), acrescido de diferentes concentragdes de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0mg L*)
e combinacdes entre 4cido naftalenoacético e
benzilaminopurina, ambos em concentragdes de 0,0; 1,0;
2,0; 4,0; 6,0 e 8,0mg L. Os resultados demonstram que
explantes inoculados na auséncia de reguladores de
crescimento ndo apresentam a formagdo de calos fridveis.
Significativa producéo de calos fridveis (90%) é obtida
utilizando-se 6,0mg L* de acido 2,4-diclorofenoxiacético. A
utilizacdo de concentragdo individual de 4cido
naftalenoacético ou benzilaminopurina, além de induzir a
calogénese, também foi capaz de promover rizogénese.

Palavras-chave: Salgueiro-do-rio, cultura de tecidos,
calogénese, Salyx humboldtiana.

ABSTRACT

Salix is an ornamental tree adapted to humid
soils being considered an important species used in depleted

areas. Its wood may be used in all kinds of industries. Although
the production of seeds is large, the germination is reduced.
The objective of this work was to establish salix in vitro through
the induction and formation of friable callus of leaf explants
to provide future regeneration of plants for mass propagation
of the species. Leaf explants were inoculated in MS medium
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) supplemented with different
concentrations of 2-4-diclorofenoxiacetic acid (0; 1.0; 2.0;
4.0; 6.0; 8.0 and 12,0mg L) and combinations of 1-
naphthaleneacetic acid and 6-benzylaminopurine both with
the concentrations of 0; 1.0; 2.0; 4.0; 6.0 e 8.0mg L. The
results showed that explants inoculated in the absence of growth
regulators had no formation of friable callus. Significant
production of friable callus (90%) was obtained with 6.0mg
Lt of 2-4-diclorofenoxiacetic acid. Individual concentrations
of 1-naphthaleneacetic acid or 6-benzylaminopurine induced
callogenesis and rooting.

Key words: Salgueiro-do-rio, tissue culture, callogenesis,
Salyx humboldtiana.

INTRODUCAO

O salix ¢ uma arvore ornamental cuja
madeira pode ser empregada na industria em geral. A
espécie ¢ adaptada a terrenos Umidos, o que a
caracteriza como uma espécie importante para a
recomposi¢ao de areas ciliares degradadas. Apesar de
produzir grande quantidade de sementes de facil
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disseminagdo, as sementes do salix ndo possuem uma
germinagao eficiente. O baixo poder germinativo das
sementes, associado ao potencial desta espécie para
utilizagdo em programas de preservagdo ambiental e
sua utilizagdo comercial, tornam o uso de técnicas de
cultura de tecidos uma alternativa de propagacao para
o salix.

A cultura de tecidos é considerada uma
técnica importante para a propagagdo de varias
espécies lenhosas e vem sendo utilizada com sucesso
(LANDA et al., 2000). A propagagdo por meio de
cultura de tecidos pode ser feita por via direta ou
indireta, esta ultima, via formagdo de calos que ¢
considerada uma forma potencial de propagacdo em
massa (PIERIK, 1987; LANDA et al., 2000). Estudos
com calos devem ser desenvolvidos para determinar
as condi¢des de cultura que os explantes requerem
para sobreviver e crescer (SIQUEIRA & INOUE, 1992).
O cultivo de calos pode ser utilizado para se estudar o
desenvolvimento celular, explorar produtos
provenientes do metabolismo primario e secundario,
obter suspensdo celular e propagacdo via formagio
de gemas ou embrides somaticos (LANDA et al., 2000).
O uso de multiplas brotacdes tem sido amplamente
utilizado para a propagacdo em massa de diversas
espécies, e que estas técnicas de cultura de tecidos
tém sido geralmente realizadas através da formacao de
brotos, via calos (TSURO et al., 2000). Estas técnicas,
em muitas espécies lenhosas, tém permitido a obtencao
de calos, através dos quais ¢ possivel obter embrides
somaticos e/ou induzir respostas morfogénicas
capazes de produzir plantulas com caracteristicas
agrondmicas desejaveis.

Espécies arbdreas nativas tém sido
amplamente utilizadas em programas de revegetagao
de areas degradadas de cerrados e matas ciliares
requerendo uma produgdo continua de um grande
numero de mudas. No entanto, algumas destas
espécies apresentam sementes com algum tipo de
dorméncia, dificultando sua propagacdo, tornando
importante a obtengdo de mudas via assexuada. Varias
espécies nativas t€ém problemas com o baixo poder de
germinac¢do, muitas vezes sdo dormentes ou sem
reservas. Assim, técnicas alternativas de propagacdo
assexuada, como a cultura de tecidos, devem ser
estudadas para se obter um niimero expressivo de
mudas de espécies ecoldgica e comercialmente
importantes.

O objetivo foi realizar o estabelecimento in
vitro de salix através da indugdo e formagdo de calos
friaveis em explantes foliares, visando a uma posterior
regeneracdo de plantas para a propagacdo massal
desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados como explantes tecidos
foliares jovens, com tamanho aproximado de 1,0cm?,
retirados de plantas matrizes com quatro meses de
idade, mantidas em viveiro telado com sombrite 50%
sob irradiancia natural de 600pmol s"'m.

Apds a coleta, as folhas foram mantidas em
agua corrente por um periodo de 24 horas. A
desinfesta¢do das mesmas foi realizada em cadmara de
fluxo laminar utilizando-se alcool 70% (v/v) por 20
segundos e hipoclorito de sddio comercial da marca
Q-boa®, a 0,5% v/v do cloro residual total, durante 20
minutos. Apos a desinfestagdo, as folhas foram
enxaguadas trés vezes em agua destilada e
autoclavada. Subseqiientemente, os explantes foram
extraidos e inoculados em meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), com a adi¢do de 30g
L' de sacarose e de diferentes concentrag¢des de acido
2 4-diclorofenoxiacético (0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 ¢
12,0mg L!') e combinagdes entre o acido
naftalenoacético e benzilaminopurina, ambos em
concentragdes de 0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 € 8,0mg L. O
pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8, antes da
adi¢do de 7g L' de 4gar da marca Merck®. Em seguida,
aliquotas de 15mL do meio foram distribuidos em tubos
de ensaio (2,5cm x 15cm), os quais foram
posteriormente fechados com tampas de polipropileno.
A autoclavagem do meio foi a 120°C e 1,5atm por 15
minutos.

Os tratamentos foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado com vinte
repetigdes por tratamento, sendo cada repetigdo
composta por um tubo de ensaio contendo um
explante. Os dados das variaveis do efeito do acido
2,4-diclorofenoxiacético foram analisados por meio de
regressao polinomial.

Apoés a inoculagdo, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo de
16 horas, temperatura de 25 + 2°C e irradiancia de
13umol s'm? fornecida por lampadas fluorescentes,
luz do dia. Aos 35 dias da inoculag¢do, foi avaliado o
percentual de explantes com calos e matéria fresca dos
mesmos. Os efeitos isolados e em conjunto de acido
naftalenoacético e benzilaminopurina foram estudados
pela regressdo polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de explantes com formagao
de calo apresentou um modelo quadratico (Figura 1),
podendo-se verificar que aumentos na concentragio
de acido 2,4-diclorofenoxiacético até 6,0mg L'
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Figura 1 - Efeito de diferentes concentragdes de acido 2,4-
diclorofenoxiacético na formagdo de calos friaveis
em explantes foliares de salix.

promoveram um aumento crescente na porcentagem
de explantes que formaram calos friaveis. A maior
porcentagem (aproximadamente 90%) de explantes com
calos ocorreu, quando se adicionou ao meio de cultura
6,0mg L"! desta auxina. Estudos realizados com Smilax
japecanga (SANTOS et al, 1997) e Coffea arabica
(FORNI, 1993), também reportam o efeito isolado do
acido 2,4-diclorofenoxiacético na formacao de calos
em explantes foliares. Em ambas as espécies,
concentragdes do acido 2,4-diclorofenoxiacético entre
2,0 e 5,45mg L' proporcionam maior indugdo de calos
friaveis. Para o salix, concentragdes superiores a 6,0mg
L inibiram a indug@o de calos nos explantes, sendo
que, ao se adicionarem 12,0mg L' de acido 2,4-
diclorofenoxiacético ao meio de cultivo, observou-se
uma redugdo de 60% em relagdo a utilizagdo de 6,0mg
L. Esses resultados estdo de acordo com TORRES &
CALDAS (1990), os quais afirmam que concentragdes
elevadas de auxinas podem inibir, dependendo da
espécie, a formagao de calos friaveis em tecidos foliares.

Comportamento semelhante ao verificado
para nimero de explantes com formagdo de calo foi
observado para a matéria fresca de calo (Figura 2).
Concentragdes crescentes até 6,0mg L' foram
claramente benéficas e concentra¢des superiores a
esta reduziram a matéria fresca dos calos. Ao comparar
as concentragdes de 6,0mg L com 12,0mg L' de acido
2,4-diclorofenoxiacético, verificou-se uma reducao de
aproximadamente 60% (0,86g contra aproximadamente
0,35g) na matéria fresca de calos.

A redugdo da matéria fresca dos calos com
a utilizacdo de concentragdes elevadas do acido 2,4-
diclorofenoxiacético pode estar relacionada a
fitotoxidez causada por este regulador de crescimento.
Esse comportamento também foi observado por

Figura 2 - Efeito de diferentes concentragdes de acido
2,4-diclorofenoxiacético na matéria fresca de
calos friaveis formados em explantes foliares
de salix.

MESQUITA (1999) em calos formados em explantes
foliares de lechieira (Litchi chinensis) inoculados na
presenca de concentracdes elevadas de acido 2,4-
diclorofenoxiacético.

O uso isolado de acido naftalenoacético
também promoveu a formagao de calos fridveis em
explantes foliares de salix. A utilizagdo de 3,5 a
4,5mg L' desta auxina promoveu a formagao de calos
em aproximadamente 70% dos explantes e
concentragdes superiores inibiram esta formagéo
(Figura 3A). Ao contrario, o uso isolado de
benzilaminopurina inibiu a formagao de calos (Figura
3B). Autilizacdo individual de acido naftalenoacético
ou benzilaminopurina também foi capaz de promover
rizogénese. Resultados semelhantes foram obtidos por
PAIVANETO etal. (1997) com relagdo a auxina. Estes
autores induziram rizogénese em explantes foliares de
salix utilizando acido indolbutirico e &cido
naftalenoacético. Ademais, observaram que
concentragdes superiores a 1,5mg L inibiram a
formagdo de raizes em aproximadamente 38% dos
explantes. Com relag@o ao efeito da benzilaminopurina
na rizogénese, ndo foram encontrados na literatura
consultada dados para confrontar nossos resultados.

Embora o uso isolado de acido
naftalenoacético ou benzilaminopurina tenha sido capaz
de induzir a formagao de raizes em segmentos foliares
de salix, a combinagdo destes reguladores induziu
somente a formagao de calos. Nao houve a formagao de
calos na auséncia de reguladores de crescimento (Figura 4).
Utilizando concentragdes reduzidas de acido
naftalenoacético, maior formagao de calos friaveis foi
obtida, na presenca de concentragdes de
benzilaminopurina acima de 4,0mg L. Utilizando
quantidades reduzidas de benzilaminopurina, observou-

Ciéncia Rural, v.35, n.3, mai-jun, 2005.



Indugdo de calos fridveis em explantes foliares de Salix (Salyx humboldtiana Willd). 513

% de explantes com calos friaveis

ANA (mg L")

A
100 y=-3,7871x" + 28,414x + 19,394
] *=0,70
80 - I
60 -
40

B

100 y=1,5146x* - 15,971x + 34,931
?=0,82

% de explantes com calos friaveis

0o 1 2 3 4 5 6 7 8
BAP (mg L")

Figura 3 - Efeito de diferentes concentragdes de acido naftalenoacético (A) e benzilaminopurina (B) no nimero percentual de
explantes foliares de salix apresentando formacdo de calos.

se maior formagdo de calos fridveis na presenca de
concentragdes de acido naftalenoacético acima de
6,0mg L. O efeito positivo da combinagdo entre o acido
naftalenoacético e benzilaminopurina na formagao de
calos também foi observada por LANDA et al. (2000),
os quais induziram calogénese em explantes foliares de

pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) utilizando
2,0mg L' de acido naftalenoacético e 1,0mg L de
benzilaminopurina, obtendo aproximadamente 91% de
formagdo de calos. Resultados semelhantes também
foram observados em moreira (Maclura tinctoria), uma
espécie nativa que apresenta dificuldade de propagacao
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Figura 4 - Efeito de diferentes combinagdes de acido naftalenoacético e benzilaminopurina sobre a matéria fresca de calos fridveis

formados em explantes foliares de salix.
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sexuada, quando se observou o efeito positivo da
combinag¢io entre auxinas e citocininas na indugao de
calos em segmentos foliares (GOMES, 1999).

CONCLUSOES

Explantes foliares de salix inoculados em meio
MS, desprovido do acido 2,4-diclorofenoxiacético e acido
naftalenoacético ndo apresentam formagao de calos
friaveis, sendo que uma produgdo significativa de calos
friaveis (90%) é obtida utilizando-se 6,0 mg L' de acido
2,4-diclorofenoxiacético. Através da utilizagao de
concentragdo individual de acido naftalenoacético ou
benzilaminopurina, € possivel induzir a formagao de calos
e de raizes. Para uma maior formagao de calos friaveis
deve-se utilizar concentragdes reduzidas de acido
naftalenoacético e concentragdes de benzilaminopurina
acima de 4,0mg L*'. O uso de benzilaminopurina em
concentragdes reduzidas deve ser acompanhado de
concentragoes de acido naftalenoacético acima de 6,0mg
L, para a obtengdo de calos fridveis.
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