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INTRODUCAO

O sisal € um vegetal pertencente ao género Agave, sua principal utilizacdo consiste na
extracao das fibras contidas em suas folhas, dando origem a principal fibra dura produzida no
mundo, contribuindo com mais da metade da produgéo comercial de todas as fibras desse tipo
(EMBRAPA, 2010). Atualmente ha um declinio continuo dessa cultura, devido a uma doenca
denominada de podriddo vermelha ou podriddo do tronco, causada pelo fungo de solo
Aspergilus niger.

A micropropagacdo é uma técnica que possibilita a rpida propagacéo clonal, em curto
periodo de tempo e reduzido espaco, além de proporcionar plantas livres de doencas (S4,
2001). Os processos pelos quais os tecidos produzem érgdos vegetais adventicios in vitro,
podem ocorrer direta (sem a formacdo de calos) e indiretamente, por meio da formacéo de
calos (Moura et al., 2001). Calos sdo classificados como grupo ou massa de células com
crescimento desordenado, as quais podem apresentar certo grau de diferenciacdo (Torres et al,
1990).

Durante o periodo da calogénese é possivel determinar a viabilidade celular através do
uso de corantes especificos, fornecendo importantes informagfes sobre as condicdes ideais
para a inducdo de calos embriogénicos. Entre os corantes utilizados, destaca-se o CTT (2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazdlio). Esse método baseia-se no principio do tetrazdlio refletir a
atividade de enzimas desidrogenases, relacionadas na atividade respiratéria de tecidos vivos
formando um composto vermelho (Hoekstra & Bruinsma, 1975). O trabalho teve como
objetivo induzir calogénese em explantes de sisal (A. sisalana Perrine) e avaliar a viabilidade
dos calos pelo teste de tetrazolio.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV) da Unidade Experimental Horto Florestal e no Laboratério de Micromorfologia
Vegetal, ambos na Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

Utilizou-se como fonte de explantes bulbilhos de sisal retirados do escapo floral, e
estes foram desinfestados segundo Queiroz et al. (2006). Os explantes foram extraidos por
cortes transversais realizados na base dos bulbilhos (1 cm). Para a inducédo de calos utilizou-se
0 meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com a metade da concentracdo de sais,
solidificado com agar (7,0 g L), suplementado com sacarose (3%) e com os reguladores de
crescimento BAP (6-Benzilaminopurina) e 2,4-D (&cido 2,4 diclorofenoxiacético), nas
concentracdes (0; 2,5; 5,0 mg L™) e (0; 0,5; 1,0 mg L™), respectivamente. O pH foi ajustado
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em 5,8 antes da autoclavagem (121°C e 1,0 atmosfera por 15 minutos). Distribuiu-se 15 mL
de meio de cultura em tubos de ensaio (150 x 25mm) e apos a inoculagdo, os tubos foram
mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 3°C, sob fotoperiodo de 16h, e
radiacdo fotossintética ativa de 40 pmol m?s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas -
frias. Ap6s 30 dias avaliou-se a porcentagem de explantes com calos, coloracdo e aspectos
dos mesmos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido de oito
repeticdes, sendo cada uma composta por cinco tubos, cada tubo contendo um explante. Para
avaliar a viabilidade celular e determinar o padrdo das células e seu potencial embriogénico,
amostras de calos (50 mg) foram homogeneizadas com o reagente CTT (cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio) 0,6 % (p/v), preparado em solucdo tampdo fosfato pH 7,4 conforme
metodologia proposta por Faria et al. (2009). Laminas foram preparadas com agua destilada
cobrindo-as com laminulas. As fotomicrografias foram realizadas com camera digital
Olympus acoplada em microscépio de luz transmitida, Zeiss Axioskop 2. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas
estatisticamente pelo teste de Tukey, através do uso do software SISVAR 4.0 (Ferreira, 2003).

Os dados foram transformados em arc sen+ X +1.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Verificou-se efeitos altamente significativos (p<0,01) do 2,4-D e da interacdo 2,4-D x
BAP para a variavel porcentagem de calos (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para porcentagem de calos (%C) em explantes de
bulbilhos de sisal (Agave sisalana Perrine) em fungéo de diferentes concentracgdes de 2,4-D e
BAP.

Quadrados Médios

FV GL % Calos
2,4-D 2 0,223**
BAP 2 0,006 "™
2,4-D x BAP 4 0,027**
Residuo 63 0,007
Média 45,70
CV (%) 6,76

** g

, ™ = Teste F, significativo p<0,01 ou n3o significativo. > Dados originais de % foram transformados em arc sen
VX1,

Na dupla interacdo entre os reguladores BAP e 2,4-D (Tabela 2) observou-se que o
maior valor para porcentagem de calos em bulbilhos de sisal foi obtido quando se utilizou 2,5
mg L™ de BAP com 1,0 mg L™ de 2,4-D (80%) e valores baixos para porcentagem de calos
nos tratamentos com auséncia de 2,4-D.
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Tabela 2. Dupla interacdo entre BAP e 2,4-D (nas diferentes concentracfes) para valores
médios de porcentagem de calos (%C) em explantes de bulbilhos de sisal (Agave sisalana
Perrine).

TRATAMENTOS 2,4-D (mg. L)

BAP (mg. L™) 0,0 0,5 1,0
0,0 30 aA 50 aA 42,5 aB
2,5 15 cA 53,75 bA 80 Aa
5,0 15 cA 55,0 aA 70 aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma linha e mailGscula na mesma coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (5%) .

Os calos apresentavam coloracao esverdeada sendo compactos na auséncia da auxina e
fridveis e translicidos nas maiores concentracdes de 2,4-D associadas com BAP. Pelas
observacGes microscépicas, pode-se verificar a individualidade de células dissociadas e a
divisdo ativa assimétrica em suspensao (Figura 1A). O teste com o corante CTT (2,3,5-cloreto
de trifeniltetrazolio) indicou a presenca de enzimas desidrogenases ativas através da coloracédo
vermelha das células de A. sisalana (Fig. 1B) e células inviaveis ndo reagindo com o corante
(Figura 1B seta). Células isodiamétricas viaveis, pequenas foram observadas (Figura 1C),
demonstrando caracteristicas de células com um maior potencial embriogénico (Lima, 2009).
Estes resultados corroboram os obtidos por Santacruz-Ruvalcaba et al. (2009) onde
detectaram com o uso dos corantes Carmin acetico e azul de Evans a presenca de células
isodiamétricas em suspensao celular de Agave tequilana Weber. As auxinas, principalmente o
2,4-D sdo responsaveis pelo inicio do processo de desdiferenciacdo celular que confere um
importante papel na inducéo de calos com competéncia embriogénica (Guerra et al., 1999).

FIGURA 01. A - Células em divisdo reagindo com o CTT (20 X); B — Células inviaveis
(seta) (20 X) e C — Células embriogénicas em calos de A. sisalana (40 X). Barra = 50 um (A,
B) e 100 um ( C).

CONCLUSOES

Os reguladores de crescimento BAP e 2,4-D séo eficientes na indugdo de calos em
explantes de bulbilhos de sisal. E possivel a obtencéo de calos friaveis com os reguladores de
crescimento BAP e 2,4-D. O corante CTT permite uma eficaz e rapida identificacdo de
material celular com potencial embriogénico.
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