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ANALISE CITOQUIMICA DE CALOS EMBRIOGENICOS DE IPE-BRANCO

JORGE MARCELO PADOVANI PORTO', PATRICIA DUARTE DE OLIVEIRA PAIVA?,
RENATO PAIVA’, MILENE ALVES DE FIGUEIREDO CARVALHO*, ANA CRISTINA
DE SOUZA’, LUCIANO COUTINHO SILVA®

RESUMO

O ipé-branco [Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand.] possui rdpida perda da viabilidade das
sementes e sua germinagdo € muito baixa correspondendo a aproximadamente 40%. Alguns
estudos ja foram realizados, induzindo calos em explantes foliares com o objetivo de formar
embriogénese somdtica. O presente estudo teve por objetivo realizar andlises citoquimicas de
calos provenientes de diferentes explantes de ipé-branco. Foram realizadas andlises
citoquimicas, por meio de teste com carmim e azul de Evans, para os calos com caracteristicas
embriogénicas provenientes dos diferentes explantes utilizados (folha cotiledonar, hipocétilo
e raiz). Os resultados indicaram a presenca de células pré-embriogénicas na massa de calo dos
diferentes explantes. Calos induzidos a partir de segmentos de folhas cotiledonares tiveram
46% de reacdo positiva ao corante carmim.
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INTRODUCAO

O ipé-branco € uma arvore nativa de ampla ocorréncia em todo o territério brasileiro.
Em fun¢do de seu florescimento exuberante e de caracteristicas arboreas desejdveis, € de
grande importancia para o paisagismo, particularmente para a arborizagdo de ruas, avenidas e,
também para o reflorestamento em terrenos secos e pedregosos (Lorenzi, 2000).

As sementes do género Tabebuia perdem a viabilidade rapidamente quando
armazenadas, mantendo-se por cerca de quatro meses (Cabral et al., 2003). Lorenzi (2000)
também relata que sua germinagdo € muito baixa, de aproximadamente de 40%.

A embriogénese somatica € o processo pelo qual células sométicas desenvolvem-se por
meio de diferentes estddios embriogénicos, formando embrides que dardo origem a uma
planta, sem que ocorra a fusdo de gametas. Esta técnica apresenta grande potencial para
producdo de mudas em larga escala, entretanto, o seu sucesso em plantas lenhosas ainda é
incipiente (Guerra et al., 1999).

Em geral, os explantes jovens oriundos de estruturas reprodutivas, como embrides
imaturos (Lamb et al., 2002), cotilédones (Rout & Das, 1994), inflorescéncias (Teixeira &
Marbach, 2002) e hipocétilos (Sun et al., 2003) sdo os mais responsivos para a embriogénese.
No entanto, outros tecidos também podem ser utilizados como explantes na embriogénese,
como dpices caulinares (Chee & Cantliffe, 1992), folhas (Ruffoni et al., 1990) e raizes (Park
et al., 2005). E importante ressaltar que o estidio de desenvolvimento e o estado fisiolégico
dos tecidos presentes nos explantes sdo aspectos importantes. Em um determinado genétipo, a
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sensitividade das células dos explantes aos fitoreguladores explica o fato de que alguns
explantes sejam competentes para a embriogénese e outros ndo (Guerra et al., 1999; Jiménez,
2005).

As células embriogénicas reagem fortemente ao corante carmim acético em estudos
citoquimicos, como relatado em Prunus (Garin et al., 1997), Pinus (Higgman et al., 1999) e
Medicago (Monteiro et al., 2003).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a intensidade de células pro-
embriogénicas de calos induzidos em diferentes explantes de ipé-branco.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizac¢do do teste de carmim visando a confirmagao de que se haveria células
pré-embriogénicas nos calos, induziu-se calos utilizando-se como explantes folhas
cotiledonares, hipocoétilos e raizes de plantulas de Tabebuia roseo-alba com 20 dias de
germinacao in vitro, inoculados em meio de cultura MS suplementado com 4 mg L' de ANA.

Ap6s 30 dias de cultivo, foram coletas as amostras constituidas de 100 mg de calos, as
quais foram adicionadas de 3 a 5 gotas de corante azul de Evans (0,1%) (peso/volume) por 2 a
3 minutos em uma lamina de microscopia Otica. Apds este periodo, retirou-se o excesso do
azul de Evans e adicionou-se 3 a 5 gotas de corante carmim (2 %) (peso/volume) pelo mesmo
periodo de tempo. O excesso de corante foi retirado e em seguida adicionou-se uma a duas
gotas de glicerina. As amostras foram cobertas com uma laminula, e as laminas prontas
receberam leves batidas com um bastdo de vidro, para espalhar o material. Em seguida as
amostras foram fotografadas em microscopio de luz em um aumento de 10 vezes e analisados
por meio do Software Image Tool®.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 5 repeti¢des
por tratamento. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o teste de
Scott-Knott, considerando significancia de 5% no programa estatistico Sisvar® (Ferreira,
2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste com carmim confirmou a ocorréncia de células pro-embriogénicas na massa de
calos. Observou-se que 46% das células de calos induzidos a partir de segmentos de folhas
cotiledonares apresentaram rea¢do positiva ao corante carmim (Figura 1).
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Figura 1 Porcentagem de coloragao dos calos formados por diferentes explantes de ipé-branco
cultivados in vitro por 30 dias. Médias seguidas de mesma letra, para cada grupo de barras,
ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott com 5% de significancia.

Realizando a anélise citoquimica das células dos calos, observou-se dois principais
tipos celulares nas culturas embriogénicas de ipé-branco: as células pré-embriondrias, que sdo
isodiamétricas, pequenas, reativas ao carmim acético e com citoplasma denso, e as células
suspensoras que sdo alongadas, altamente vacuoladas e permedveis ao corante azul de Evans
(Figura 2). Essas células se apresentam em agregados celulares presentes nas culturas
embriogénicas durante a multiplicagdo. Os agregados celulares apresentam variagdo no
tamanho e morfologia, revelando diferentes afinidades com os corantes durante a anélise
citoquimica, conforme observado por Steiner et al. (2005) e Silveira et al. (2006). A reagdo
positiva ao carmim acético estd associada a competéncia da célula para o desenvolvimento
celular (Durzan, 1988; Steiner et al., 2005). As diferencas na morfologia celular podem ser
influenciadas por diversos fatores tais como fonte de explante, composi¢ao do meio de cultura
e alguma forma de estresse (Fehér et al., 2003). Dessa forma, a andlise realizada em ipé-
branco indica que os diferentes explantes influenciam na porcentagem de formacao de células
pré-embriogéncias apds a inducdo de calos.

Figura 2 Analise citoquimica com carmim acético e azul de Evans em calos embriogénicos a
partir de segmentos cotiledonares (A), hipocotilares (B) e radiculares (C) de ipé-branco, em

meio de cultura MS suplementado com 4 mg L™ de ANA. Barra= 10 pm.

CONCLUSOES
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Os calos provenientes de folha cotiledonar de ipé-branco possuem maior quantidade de
células pré-embriogénicas em relagdo aos calos provenientes de hipocétilo e raiz.
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