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RESUMO

Caesalpinia ferrea Mart., € uma espécie arborea que ocorre na Amazonia, muito utilizada contra bronquites, reuma-
tismo e ulceras gastricas. Estudos recentes revelam que o principio ativo denominado de “Pau-ferrol A” encontrado
em plantulas jovens apresenta atividade contra a topoisomerase Il humana. Objetivou-se com este trabalho obter calos
friaveis em explantes foliares e segmentos nodais para estudos posteriores em embriogénese somatica. Avaliou-se o
efeito de diferentes concentragoes de 2,4-D e ANA isoladamente ou em combina¢ao com BAP e TDZ na calogénese.
Nossos resultados demonstraram que ambos os tipos de explantes selecionados apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) na indugao, morfologia e coloragao dos calos. A indu¢ao maxima de calos (90%) foi obtida a partir de explantes
de segmentos nodais cultivados em meio MS suplementado com 1,0 mg L' de 2,4-D e 5,0 mg L' de TDZ, mantendo os
explantes em condigao de fotoperiodo de 16 horas por 30 dias com temperatura de 25°C+2°C. Os resultados obtidos de
calogénese de C. ferrea possibilitam estudos futuros na area de embriogénese somatica.

Palavras-chave: Cultura de calos, Regeneracao, Caesalpinia ferrea, Planta medicinal.

ABSTRACT

Caesalpinia ferrea Mart., is a tree species that occurs in the Amazon, widely used against bronchitis, rheumatism and
gastric ulcers. Recent studies have shown that the substance called “Pau-ferrol A” found in young seedlings has acti-
vity against human topoisomerase II. The objective of this work was to obtain friable callus from leaf explants and
nodal segments for further studies on somatic embryogenesis. The effect of different concentrations of 2,4-D and ANA
alone or in combination with BAP and TDZ on callogenesis was evaluated. Our results demonstrated that both types
of explants selected showed significant differences (p <0.05) in callus induction, morphology and coloring. Maximum
callus induction (90%) was obtained from nodal segment explants cultured in MS medium supplemented with 1.0 mg L1
of 2,4-D and 5,0 mg L' of TDZ, maintaining the explants in photoperiod condition of 16 hours for 30 days with a tempe-
rature of 25°C + 2°C. The results obtained from the callogenesis of C. ferrea made possible future studies on somatic
embryogenesis.

Keywords: Callus culture, Regeneration, Caesalpinia ferrea, Medicinal plant.
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INTRODUCAO

Caesalpinia ferrea Mart. (Fabaceae), popularmente
conhecida como “pau-ferro” ou “juca”’, é uma
espécie arbdrea amplamente utilizada na medi-
cina popular principalmente na regidao Norte e
Nordeste do Brasil (Coelho-Ferreira, 2009; Oliveira
et al., 2010). Plantulas jovens de C. ferrea possuem
um principio ativo denominado de “Pau-ferrol
A” que atua contra a topoisomerase II humana,
e inibe o crescimento das células por meio da
indugao de apoptose, podendo ser utilizado como
importante ferramenta no tratamento da leucemia
HL60 humana (Nozaki et al., 2007, Ohira et al,
2013). Alguns grupos de pesquisas estao desen-
volvendo estudos promissores visando a obtencao
de produtos fitoterapicos a serem utilizados em
seres humanos (Nakamura ef al., 2002; Lima et al.,
2011; Pereira et al., 2012; Gallao et al., 2013; Lopes
et al.,, 2013; Zhang et al., 2013; Nawwar et al., 2015;
Fernandes et al., 2016).

O uso desta espécie vem aumentando de maneira
significativa nos ultimos anos, o que levou a explo-
ragao indiscriminada de todos os individuos adultos
em idade de reproducao, além de causar a erosao
genética, reduzindo as populagdes nativas e compro-
metendo a sua regeneragao natural (Benedito et al.,
2012). Estudos indicam que a propagacao de C.
ferrea é viavel por sementes (Scalon et al., 2011), por
micropropagacao (Silva et al., 2018) e por mudas em
condicdes ex vitro (Lenhard et al., 2013; Santos et al.,
2013). Entretanto, a baixa produgao de sementes
aliada a elevada dorméncia tegumentar de C. ferrea
(Coelho et al., 2010), tem limitado a produgao de
mudas visando a reposi¢ao das populagdes natu-
rais e os plantios ex sifu, sendo necessario e urgente
o emprego de técnicas de reproducao, a exemplo
da cultura in vitro, que é uma das principais ferra-
mentas da biotecnologia vegetal que explora a toti-
poténcia da natureza das células vegetais (Bhojwani
e Dantu, 2013a), possibilitando a reprodugao in vitro
de gendtipos superiores (George et al., 2008; Loyola-
-Vargas e Ochoa-Alejo, 2012). Desse modo, diversas
partes da planta como gemas, meristemas apicais,
embrides, segmentos de caule e raizes podem
ser cultivadas in vitro em meio nutritivo apro-
priado em ambiente asséptico (George et al., 2008).

A cultura de calos in vitro é considerada uma
técnica eficiente para obtencdo de embrides

somaticos, possibilitando elevadas taxas de multi-
plicacao que resultam em embrides que se desen-
volvem em plantas completas (Haslam e Yeung,
2011; Bhojwani e Dantu, 2013b; Isah, 2016). A orga-
nogénese indireta de C. ferrea pode constituir uma
alternativa importante para multiplicacao em larga
escala de genotipos selecionados para desenvolvi-
mento de fitofarmacos (Ali et al., 2016).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito de diferentes concentragdes das auxinas
2,4-D e ANA e sua interacao com as citocininas
TDZ e BAP na indugao de calos, em explantes
foliares e segmentos nodais de C. ferrea, visando a
embriogénese somatica e/ou suspensao celular.

MATERIAL E METODOS

Os estudos experimentais foram realizados no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV)
pertencente a Escola Superior de Tecnologia (EST)
da Universidade do Estado do Amazonas (UEA).
Foram utilizados como explantes segmentos nodais
e folhas cotiledonares que foram excisados de
plantulas micropropagadas e cultivadas em meio
de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) sem a
adigao de reguladores de crescimento (Silva, 2015).
Os segmentos nodais foram seccionados em frag-
mentos de 1 cm e as folhas em 1 cm?, sendo que nos
explantes foliares foram feitos pequenos cortes para
aumentar o contato com oregulador de crescimento.

Os explantes foram inoculados em frascos de vidro
de 250 ml, contendo 40 ml de meio de cultura MS,
suplementado com 30 g L' de sacarose, solidifi-
cado com 7 g L' de agar e acrescido com diferentes
concentracdes das auxinas: acido 1-naftaleno-a-
cético (ANA) e 24-diclorofenoxiacético (2,4-D),
isoladamente ou em combina¢do com citocininas:
6-benzilaminopurina (BAP) e tidiazuron (TDZ)
(Quadro 1). O pH do meio foi ajustado para
6,0 antes da autoclavagem a 120°C por 20 minutos.

As culturas foram mantidas no escuro por 7 dias
em sala de crescimento, com temperatura de
25°C+2°C, e entdo foram incubadas sob um foto-
periodo de 16 horas por 30 dias com intensidade
luminosa de 52 pmol.m2.s", provenientes de duas
lampadas fluorescentes brancas frias (GE.85W).
Apos 30 dias de cultivo, os explantes foram
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avaliados quanto a taxa de indugao (%) e natureza
dos calos (cor e textura).

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado composto por seis repeticdes por
tratamento, sendo cada repeticao constituida por
5 unidades experimentais (n=30). Os dados foram
submetidos a analise de variancia e para a compa-
racao das médias dos tratamentos foi aplicado o
teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando o software ASSISTAT versao 7.7.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os resultados (Quadro 1) mostram que os explantes
de C. ferrea cultivados em meio MS suplementado
com diferentes concentracoes de 2,4-D e ANA,
isoladas ou em combinacao com BAP e TDZ
apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
na inducdo, morfologia e colora¢do dos calos em
explantes foliares e segmentos nodais. A iniciagado
de calos foi alcangada a partir dos explantes dentro
de 25-30 dias de inoculagao.

A concentragao de 1,0 mg L' de 2,4-D associado
com 5,0 mg L' de TDZ no meio MS induziu a maior
porcentagem (90%) de calos fridveis em explantes
de segmentos nodais. Enquanto que a concen-
tracao de 5,0 mg L' de ANA em combinac¢ao com
5,0 mg L' de BAP promoveu a maior porcentagem
(44,67%) de calos friaveis em explantes foliares
(Quadro 1). Estes resultados evidenciam que o
uso de auxinas associada a citocinina estimulam
a formacao de calo nos explantes de segmentos
nodais e foliares desta espécie. As respostas as
concentrac¢des de auxinas e citocininas foram asso-
ciadas a fase de desenvolvimento dos explantes,
indicando que a resposta morfogenética de um
tecido in vitro depende da interagdo destas classes
de reguladores (Slesak et al., 2017).

Alguns estudos caracterizam os calos embriogé-
nicos pela coloragao. Aspectos transltcido-brancos
ou amarelados dos calos sdo considerados fria-
veis e com potencial para formarem embrides
somaticos (Singh et al., 2015). Neste estudo foram
observados que os calos originados de explantes
foliares e segmentos nodais na interagdo de

Quadro 1 - Efeito de diferentes concentragdes de auxinas e citocininas na indugdo de calos fridveis em explantes foliares e

segmentos nodais de Caesalpinia ferrea Mart.

c trac Folhas Segmentos nodais
ncentraca
dl:ec{r;:sl:ii?:f\io oncentracao Indugao de Cor e Indugio de Cor e
vegetal (mg L)
Calos (%) Textura calos (%) textura
Controle 0,0 0,0b - 0,0f -
1,0 0,0b - 10 ef Verde claro, fridvel
24D 3,0 0,0b - 26 de Verde claro, fridvel
5,0 0,0b - 43,33 be Branco, fridvel
1,0 00b 0,0 f —
ANA 30 00b 00f
50 0,0b . 40 cd Verde escuro,
compacto
Verde escuro,
24D +BAP 1,0+3,0 00c - 80 ab compacto
3,0+5,0 26,67 a Verde branco, friavel 26,67 de Marrom, compacto
24D +TDZ 5,0+3,0 3,33b Verde branco, friavel 43,33 cd Transltcida, ux.‘x?1do
1,0+5,0 26,67 a Marrom, compacto 90 a Verde claro, friavel
3,0+3,0 0,0b - 86,67 a Marrom, compacto
ANA +BAP
5,0+5,0 44,67 a Verde claro, fridvel 46,67 bc Verde escuro,
compacto
Verde escuro,
ANA + TDZ 1,0+3,0 00b - 71,42 ab compacto
3,0+5,0 40 a Verde claro, fridvel 80 ab Verde claro, fridvel

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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auxinas e citocininas apresentaram coloragao hete-
rogénea, podendo identificar areas de cores trans-
lticidas, marrom-escuro e verdes claros ou escuros
(Quadro 1 e Figura 1).

Essas grandes diferencas na indugao de calos
podem ser explicadas quando os explantes foram
mantidos nas fases escura e clara. O crescimento
de tecidos vegetais organizados in vitro geralmente
¢ inibido pela luz. Entretanto, as divisdes celulares
do explante e o crescimento de calo podem ser
inibidos pela presenca de luz (George et al., 2008).
No entanto, alguns explantes necessitam ser culti-
vados em condicOes escuras, a fim de aumentar a
eficiéncia do calo e reduzir a secre¢ao de compostos
fenolicos, que geralmente afetam os explantes que
sobrevivem (Tan ef al., 2010).

O efeito da interacao de auxinas e citocininas asso-
ciado a presenca ou auséncia de luz na cultura de
calos de espécies medicinais da familia Fabaceae
tém sido relatado na literatura. Em estudos reali-
zados com Stryphnodendron adstringens a presenca
de 2,4-D no meio de cultivo favorece a inducao de
calos na presenga e auséncia de luz, porém, quando
os meios foram suplementados com baixas concen-
tragdes de BAP, na auséncia de luz produziram
calos com maiores rendimentos (Castro et al., 2009).
Werneret al., (2009) observaram que os explantes de
folidlolos juvenis de Caesalpinia echinata cultivados
com baixa concentragao de 2,4-D (5 e 20 mg L)
e foliololos jovens tratados com altas concentragdes
de 2,4-D (50 e 100 mg L) geraram calos sem dife-
rencas significativas entre luz e escuro.

Figura 1 - Plantula de Caesalpinia ferrea Mart. cultivada in vitro como fonte de explantes utilizadas para a inducdo de calos
friaveis (A). Segmentos nodais com formacao de calos cultivados em meio MS suplementado com 2,4 D (B), ANA (C),
2,4-D e BAP (D), 2,4-D e TDZ (E), ANA e BAP (F) e ANA e TDZ (G), mantidos a 25°C+2°C sob fotoperiodo de 16 horas

por 30 dias.
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A formacao de calos de C. ferrea obtidos neste
estudo € atribuida a adi¢ao exégena da combinagao
de reguladores de crescimento ao meio de cultura
que estimulou a proliferacao celular devido os
explantes de segmentos nodais apresentarem
capacidade para a inducado da calogénese. Alguns
autores relatam resultados semelhantes em espé-
cies da familia Fabaceae. Fonseca et al. (2014) cons-
tataram que a interagao de 10uM BAP e 2,0 uM de
ANA estimularam a formacao de calos em Eriythina
velutina. Da mesma forma, foi observado por Rady
e Nazif (1997), que a combinagao de 2,0 mg L de
2,4-D com 2,0 mg L' de BAP estimulou significa-
tivamente a producao de calos obtidos de hipoco-
tilos de Cassia acutifolia. Rodrigues et al. (2017), em
estudo realizado com Poincianella pyramidalis, cons-
tataram que o uso de 1,0 mg L' de 2,4-D associado
a 2,0 mg L' de Picloram foi eficiente na indugao
de calos independentemente do tipo de explante
utilizado.
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