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CALOGÊNESE E INDUÇÃO DE GEMAS AXILARES EM MOGNO  

(Swietenia macrophylla King) 
 

RESUMO 
 

O objetivo desse trabalho foi estabelecer métodos de regeneração de 
brotações adventícias e axilares in vitro de mogno. Segmentos de epicótilos 
foram inoculados em meio MS com 0,25; 0,5 e 1,0 µM de BAP e 0,1; 0,25; 0,5; 
1,0 e 1,25 µM de TDZ, ambos com 0,5 µM de ANA, e controle sem regulador. 
Segmentos foliares foram cultivados em meio MS contendo 0,5; 0,75 ou 1,0 µM 
de TDZ, sob irradiância de 0,73 µmol.m-2.s-1 (penumbra); 0,75 µM de TDZ, sob 
irradiância de 0,73 e 37 µmol.m-2.s-1 e 1,11; 2,22; 4,44 e 8,88 µM de BAP com 
0,1 µM de ANA na penumbra, e em meio controle sem regulador. Para 
regeneração de brotações adventícias, calos de epicótilos cultivados em meio 
MS com 1,0 µM de TDZ foram transferidos para o mesmo meio com 1,11; 2,22; 
4,44 ou 8,88 µM de BAP na penumbra e controle sem regulador. Foram 
avaliadas porcentagem de formação, oxidação, consistência e coloração dos 
calos e formação de brotações adventícias. Calos de diferentes consistências e 
colorações foram obtidos. Os calos de epicótilos cultivados na presença de 1,0 
µM de BAP eram compactos (76,4%) e, com 1,0 µM de TDZ, friáveis (91,5%). 
Em explantes foliares, os melhores resultados de calogênese foram obtidos 
com 0,75 µM de TDZ na penumbra, onde 90% dos explantes formaram calos e 
77,8% eram friáveis. Com 4,44 µM de BAP e 0,1 µM de ANA, a porcentagem 
de explantes formando calos foi de 93,3%, todos friáveis. Houve formação de 
3,33% de gemas adventícias no meio contendo 2,22 µM de BAP. Para 
multiplicação de gemas axilares, foram utilizados segmentos nodais de 
plântulas germinadas in vitro, inoculados em meio MS contendo 2,5 µM de BAP 
combinada com várias concentrações de CIN (0,25; 0,50; 1,0; 1,5 e 2,0 µM) e 
controle sem regulador. Em outro experimento, foram utilizados meios MS e SH 
com 2,5 µM de BAP e 2,2 µM de 2-iP com diferentes concentrações de CaCl2 

(MS: 220, 440 e 880 mg.L-1, SH: 100, 200 e 400 mg.L-1) e um tratamento sem 
CaCl2. Foram avaliados número, massa fresca e porcentagem de oxidação dos 
brotos. No primeiro experimento, nos meios contendo várias concentrações de 
CIN combinada a BAP, houve intensa oxidação em 90% dos explantes e 10% 
formaram brotações pouco vigorosas, impossibilitando o subcultivo. No 
experimento com os meios MS e SH, houve diferenças significativas para o 
número de brotos, massa fresca das brotações e número de folhas. Sintomas 
de clorose foliar foram observados nas maiores concentrações de CaCl2. Em 
conclusão, intensa calogênese foi obtida em ambos os tipos de explantes, na 
presença de difeentes concentrações de TDZ ou BAP, combinadas ou não com 
ANA; a regeneração de gemas adventícias foi muito baixa. Houve a formação 
de calos somente na penumbra. Apesar do elevado número de brotos axilares 
obtidos nos tratamentos com CaCl2, estes, quando subcultivados em mesmo 
meio de origem, sofreram intensa oxidação, impossibilitando o subcultivo. 
Portanto, não foi possível estabelecer um método eficiente de multiplicação de 
brotações axilares.  
 
Palavras-chave: brotações axilares, CaCl2, clorose, mogno. 
 



 

CALLOGENESIS AND AXILLARY SHOOT INDUCTION OF MAHOGANY 
(Swietenia macrophylla King) 

 
ABSTRACT 

 
The aim of this work was to establish methods of adventitious and axillary shoot 
regeneration for mahogany. Epicotyl fragments were inoculated in MS medium 
supplemented with 0, 0.25, 0.5 and 1.0 µM BAP and 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 and 1.25 
µM TDZ, both along with 0.5 µM NAA and a control without growth regulators. 
Leaves were cultivated in MS medium with 0, 0.5, 0.75 and 1.0 µM TDZ under 
an irradiance of 0.73 µmol m-2.s-1, 0.75 µM TDZ under an irradiance of 0.73 and 
37 µmol m-2.s-1 and 0, 1.11, 2.22, 4.44 and 8.88 µM BAP with 0.1 µM NAA 
under an irradiance of 0,73 µmol m-2.s-1. In order to regenerate adventitious 
shoots, callus originated from epicotyl explants, initially cultivated in 1.0 µM 
TDZ, were transferred to medium supplemented with 0, 1.11, 2.22, 4.44 and 
8.88 µM BAP. Incidence of callus, its consistency and color, and also the 
number of adventitious shoots formed were recorded after 30 days of culture. In 
the experiments of axillary shoot formation, the number of shoots, their weight, 
levels of oxidation and contamination were evaluated. In all experiments, except 
in shoot regeneration, statistically significant differences were reached. Different 
consistencies and colors of callus were reached. Most of the calluses from 
epicotyl segments cultivated with 1.0 µM BAP were compact (76.4%) and with 
1.0 µM TDZ most of them were friable (91.5%). The best results were obtained 
with 0.75 µM TDZ under low light irradiance, 90% of production of callus, of 
which 77.8% were friable. With 4.44 µM BAP and 0.1 µM NAA the percentage 
of friable callus was 93.3%. Two adventitious buds were obtained (3.33%) with 
2.22 µM BAP. For induction of axillary shoots, nodal segments from in vitro 
cultivated plants were inoculated in MS medium with 2.5 µM BAP combined 
with the following concentrations of KIN: 0.25, 0.50, 1.0, 1.5 and 2.0 µM. In 
another experiment, MS and SH media were used with 2.5 µM BAP and 2.2 µM 
2-iP with modification of CaCl2 concentrations: 0, 0.5x, 1x and 2x that of normal 
medium concentrations. In the first experiment with several concentrations of 
KIN in combination with BAP there was an intense oxidation in 90% of the 
explants. Only 10% of them produced weak shoots which did not permit any 
subculture. In the experiment with MS and SH media, when CaCl2 was twice 
the normal concentration, there was a higher number of shoots (6.8 in SH and 
7.8 in MS) and higher weight of shoots (1.27g in SH and 1.63g in MS) than in 
the other concentrations. When shoots were subcultured in the same media 
they suffered intense oxidation that did not allow their subculture. In conclusion, 
callogenesis was reached in both kinds of explants in some TDZ or BAP 
concentrations, combined or not with ANA. Calluses were formed only in the 
shadow. Leaf chlorosis symptoms were observed in high concentrations of 
CaCl2. Despite the great number of axillary shoots obtained in CaCl2 treatments, 
when they were subcultured in the same medium they suffered intense 
oxidation that did not allow their subculture. Thus it was impossible to establish 
an efficient method of axillary shoot multiplication.  
 
Keywords: axillary shoot, CaCl2, chlorosis, mahogany. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 

A madeira do mogno é hoje uma as mais valorizadas 

internacionalmente, podendo alcançar US$ 850,00 o metro cubico, sendo 

considerada por muitos a mais importante espécie florestal explorada na região 

amazônica (MIRANDA e MIRANDA, 2000). Entretanto, o Brasil ainda é 

considerado um país ecologicamente vulnerável. No balanço de 2002, o país 

mostrou recordes nada invejáveis. Naquele ano foi realizada a maior 

apreensão de madeiras cortadas ilegalmente em toda a história do Brasil, na 

sua maior parte mogno, uma das espécies madeireiras mais visadas e 

ameaçadas (MEDEIROS et al., 2004).  

O mogno tem dificuldades de se regenerar após práticas de exploração, 

que geralmente são seletivas e irracionais, que dizimam diversas árvores 

adultas, diminuindo assim a disponibilidade de sementes (LOPES, 2000) e 

acarretando em perdas de recursos genéticos. O governo brasileiro, 

reconhecendo o risco de extinção de algumas espécies, dentre elas o mogno, 

decretou em 2000 a Lei nº 3.559, proibindo a exploração e comercialização da 

madeira da mesma. 

A única maneira de evitar sua extinção e o desaparecimento das 

reservas naturais seria o incentivo ao reflorestamento, mas este tem sido 

limitado devido aos ataques severos de larvas de Hypsipyla grandella Zeller 

(Lepidoptera, Pyralidae). A clonagem de espécies criticamente ameaçadas tem 

sido indicada como estratégia de conservação com potencial para implantar 

reflorestamentos comerciais, dinamizar programas de melhoramento genético e 

desenvolver técnicas de controle silvicultural (MEDEIROS et al., 2004). No 

entanto, pesquisadores vêm encontrando diversas dificuldades em estabelecer 

procedimentos para obter um protocolo eficiente de propagação in vitro do 

mogno, como mostra a escassez de trabalhos publicados nessa linha de 

pesquisa (COUTO et al., 2004).  

A cultura de tecidos pode ser uma alternativa viável como ferramenta 

para a propagação de espécies de interesse econômico como o mogno, pois 

por meio desta é possível a obtenção de altas taxas de multiplicação em 

espaço e tempo reduzido quando comparado as técnicas convencionais de 
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propagação, pois segundo Albarrán et al. (1997), a aplicação de técnicas de 

biotecnologia vegetal pode contribuir para a propagação in vitro do mogno 

quando emprega-se a organogênese ou embriogênese somática. 

Perante o exposto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo 

de regeneração indireta de gemas adventícias a partir de epicótilos e folhas, e 

de indução de gemas axilares a partir de segmentos nodais de plântulas 

cultivadas in vitro, visando à indução de brotações múltiplas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE A ESPÉCIE 
 

O mogno (Swietenia macrophylla King) pertence à família Meliaceae,  é 

uma espécie de grande importância econômica devido à sua madeira, que é 

durável e muito apreciada para a fabricação de móveis de luxo e artigos de 

decoração. É uma espécie heliófita de copa dominante atingindo altura de até 

70 metros (média 30-40 m) e DAP de até 3,5 m (DAP médio 0,7-1,3 m) (Figura 

1a). Possui sapopemas basais e a casca é parda avermelhada escura. As 

folhas do mogno são compostas, (Figura 1b) e os frutos são grandes e 

lenhosos, com cerca de 12 a 18 cm de comprimento. As sementes são aladas 

e a quantidade pode variar entre 45 e 60 (LORENZI, 1996). A germinação é 

hipógea e criptocotiledonar (ALVARENGA e FLORES, 1988) 

A madeira do mogno é considerada moderadamente pesada, variando 

de 0,55 a 0,70 g.cm3. A coloração do cerne varia do castanho avermelhado a 

castanho escuro. O cheiro é bastante característico, o gosto é amargo, a 

superfície possui um brilho bastante característico e, geralmente, é lisa ao tato 

(GASPARETTO, 1998). Devido às características físicas da madeira, o 

manuseio é fácil e bastante apreciado na fabricação de móveis finos, trabalhos 

arquitetônicos, ornamentações e na fabricação de instrumentos musicais, 

principalmente o piano (HOLDRIDGE, 1973). 

A área de ocorrência do mogno inicia-se na Península de Yucatán no 

México (latitude de 23º N), passando pela Costa Atlântica da América Central, 

até o sul da Amazônia através da Venezuela, Colômbia, Equador, Peru, Bolívia 

e a porção oriental da Amazônia brasileira (latitude máxima 18º S) (LAMB, 

1966; PENNINGTON et al., 1981; COLON, 1994). Sua população no Brasil é 

superior à de todos esses países combinados, sendo da ordem de 74% da 

população da espécie (COLON, 1994). Existem três espécies de mogno, 

Swietenia macrophylla, S. mahogani e S. humili, sendo que S. macrophylla tem 

predominância absoluta na área de ocorrência. Recebe várias denominações 

como caoba na Espanha, Peru e Porto Rico, mara na Bolívia, mahogany nos 

países de língua inglesa, aguano ou mogno no Brasil e acajou na França 

(LAMB, 1966). 



18 

 

No Brasil, a zona de ocorrência natural do mogno é o sul da Amazônia, 

cobrindo cerca de 1,5 milhão de km2. Essa zona estende-se do centro leste do 

Pará, passando pelo sul do Estado, noroeste do Tocantins, noroeste de Mato 

Grosso, sudeste do Amazonas até a maior parte de Rondônia e Acre (LAMB, 

1966; BARROS, 1992) (Figura 2). 

Por possuir substâncias tanantes, no Acre, a casca do mogno é usada, 

como tintura de roupas e em curtume (DEUS et al., 1993). A árvore também é 

muito ornamental, podendo ser usada, com sucesso, na arborização de 

parques e de grandes jardins (LORENZI, 1992). O mogno tem sido utilizado na 

arborização urbana de Brasília, DF, (WALTER e SALLES, 2000) e de Manaus, 

AM, (PRANCE e SILVA, 1975). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1 – Swietenia macrophylla: a) INDIVÍDUO ADULTO EM AMBIENTE 
NATURAL, b) ASPECTO DAS FOLHAS, c) FRUTOS IMATUROS, d) FRUTOS 
MADUROS E e) SEMENTES ALADAS RETIRADAS DO FRUTO. 
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FIGURA 2 - ZONAS DE OCORRÊNCIA DO MOGNO NA AMÉRICA DO SUL. 
Fonte: GROGAN, 2002. 
 
 

2.2 GERMINAÇÃO DE SEMENTES DE MOGNO 
 

A germinação das sementes de mogno ocorre rapidamente no sub-

bosque, após o início da estação chuvosa (MORRIS et al., 2000). A 

regeneração natural de mogno ocorre tanto em pastagens abandonadas 

quanto em Florestas Secudárias (GERHARDT e FREDREKSSON, 1995). 

Entretanto, pode ocorrer atraso na germinação em ambientes secos, como as 

clareiras criadas por distúrbios (GROGAN, 2001). No entanto, o conhecimento 

sobre a taxa e o padrão anual de produção de fruto em árvores e populações 

de mogno e muito escasso. Estudos realizados no sul do Para evidenciaram 

que a fecundidade aumenta de acordo com o diametro do tronco (GULLISON 

et al., 1996, SNOOK, 1998). De acordo com estes autores, a taxa de produção 

de fruto é muito baixa, ou seja, nem toda árvore de grande porte produz fruto 

abundante e algumas das árvores de porte médio estão entre os individuos 

mais fecundos. Assim, a produção interanual varia largamente no mesmo 

indivíduo, bem como entre as populações de mogno. 

A longevidade da semente é outra questão que deve ser destacada pois 
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sob uma armazemagem inadequada o poder germinativo a semente diminui ou 

esta se torna inviável. De acordo com Vianna (1943) a questãoda longevidade 

da semente de mogno já foi objeto de estudo de alguns pesquisadores. 

Marrero (1943) recomenda o armazenamento das sementas da espécie a 

baixas temperaturas, para a conservação da viabilidade da semente por mais 

de 3 meses e atéum ano. Vivekanandan (1978) verificou que as sementes 

perdem rapidamente a viabilidade quando armazenadas à 30ºC e recomenda 

que elas sejam colocadas em sacs plásticos, com temperatura de 15ºC, para a 

conservação da viabilidade por um período bastante longo. 

Na germinação de sementes de mogno in vitro, encontra-se na literatura 

divergência quanto à porcentagem de germinação, concentração de hipoclorito 

de sódio e tempo de exposição ao agente desinfestante.  

Kalil Filho et al. (2000) obtiveram até 100% de germinação quando as 

sementes foram desinfestadas com 1% de hipoclorito de sódio por 5 minutos e 

inoculadas in vitro na ausência de luz. Para Couto et al. (2004), a maior 

porcentagem de germinação (48%) foi obtida quando as sementes foram 

desinfestadas em solução de 2,5% de hipoclorito de sódio por um período de 

30 minutos, e colocadas em contato com o meio com concavidade voltada para 

baixo. Já Lameira et al. (2006) concluíram que sementes de mogno tem uma 

germinação rápida, levando apenas 6 dias para germinar. Esses autores 

também verificaram que o melhor substrato para a germinação in vitro foi a 

vermiculita, em temperatura de 25 ºC e na ausência de luz. 

 

 

2.3 PROPAGAÇÃO VEGETATIVA DE MOGNO 
 

 
 Tem-se buscado alternativas para estabelecer metodologias eficientes 

tanto para a conservação da espécie quanto para a reprodução de 

germoplasma de qualidade superior. A primeira alternativa foi tentar 

desenvolver métodos para a propagação vegetativa da espécie. Dentre os 

métodos de propagação vegetativa recomendados para espécies tropicais para 

produção de madeira, destaca-se o enraizamento de estacas utilizando 

reguladores vegetais.  
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 Alguns trabalhos foram desenvolvidos utilizando essa técnica, porém as 

taxas de enraizamento foram muito baixas, podendo-se citar Cabral (1986), 

Miranda e Miranda (2000) e Santos (2002).  

2.4 MICROPROPAGAÇÃO 
 

Esta técnica se baseia na proliferação de gemas pré-formadas, 

reproduzindo in vitro um fenômeno natural, levando a um sistema com grande 

facilidade de controle, além de possibilitar fidelidade genética muito alta. As 

gemas pré-formadas, pelo fato de possuírem determinação para o crescimento 

vegetativo, se satisfeitas as necessidades nutricionais, irão se desenvolver 

naturalmente em plantas. De forma geral, este sistema de micropropagação é 

mais simples que outros dois sistemas, além de a propagação ser 

relativamente rápida e as plantas resultantes desse processo apresentarem 

bom crescimento, provavelmente devido ao rejuvenescimento promovido por 

sucessivos subcultivos do material. 

A micropropagação pela proliferação de gemas axilares constitui-se num 

sistema de propagação in vitro, que compreende as fases de iniciação e 

estabelecimento da cultura in vitro, multiplicação e alongamento, enraizamento 

e a aclimatação ex vitro. Para as espécies lenhosas, entre os meios de cultura 

básicos mais utilizados nas diferentes fases da propagação in vitro estão o MS 

(MURASHIGE E SKOOG, 1962), o JADS (CORREIA et al., 1995), o White 

(WHITE, 1943), o B5 (GAMBORG et al., 1968), o QLP (QUOIRIN E 

LEPOIVRE, 1977) e o WPM (LLOYD e McCOWN, 1981). 

Entre as aplicações da propagação in vitro pela micropropagação na 

área florestal, destacam-se aquelas relacionadas com a: (1) conservação de 

germoplasma in vitro; (2) aceleração dos programas de melhoramento pela 

multiplicação de clones superiores, visando à produção de mudas, ao 

rejuvenescimento de clones selecionados e ao potencial de obtenção de 

sementes sintéticas (embriões somáticos); (3) limpeza clonal, na obtenção de 

culturas livres de microrganismos patogênicos, visando atender à demanda por 

um processo de propagação clonal sustentável; (4) possibilidade de 

patenteamento de processos/ materiais obtidos por meio da biotecnologia; (5) 
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possibilidade de servirem como base para outras técnicas biotecnológicas, 

como a transformação genética (PENCHEL et al., 2007; XAVIER et al., 2009). 

Em vista da potencialidade da aplicação das técnicas de propagação in 

vitro em espécies florestais, inúmeros trabalhos têm sido desenvolvidos no 

intuito de tornar esta tecnologia acessível e economicamente viável. No 

entanto, algumas desvantagens e dificuldades deste processo podem ser 

enumeradas, como o alto investimento em instalações e treinamento de 

pessoal, a necessidade de desenvolvimento de protocolos diferenciados para 

diferentes espécies ou grupos de clones, a recalcitrância das culturas à 

propagação in vitro de espécies lenhosas e os riscos da contaminação 

acidental das culturas por microrganismos (Xavier et al. 2007). Além desses 

fatores, devido ao fato de as espécies florestais serem relativamente pouco 

domesticadas, avanços biotecnológicos relativos à propagação in vitro têm sido 

pouco expressivos, se comparados com outras culturas de expressão agrícola; 

entretanto, é reconhecido o grande potencial de impacto da utilização desta 

biotecnologia na silvicultura clonal e na indústria de base florestal (PENCHEL 

et al., 2007, XAVIER et al., 2009). 

 

2. 5 MEIO DE CULTURA E REGULADORES VEGETAIS 
 

Os meios de cultura utilizados na cultura de tecidos possuem 

substâncias essenciais para o crescimento dos tecidos, suprindo as 

necessidades metabólicas, energéticas e estruturais das células (CALDAS et 

al., 1998). São compostos basicamente por macronutrientes (N, P, Ca, K, Mg e 

S), micronutrientes (Fe, Mn, Zn, B, Cu, Cl e Mo), sacarose como a principal 

fonte de carbono, reguladores vegetais, vitaminas e compostos orgânicos cuja 

principal função é servir de fonte de nitrogênio (CALDAS et al., 1998). 

Especialmente nos estudos de nutrição, o cultivo in vitro é muito 

apropriado, pois como as plantas são cultivadas em condições assépticas, é 

possível controlar o fornecimento de nutrientes (MERCIER, 2004). O 

suplemento de nutrientes no meio de cultura é essencial no sistema in vitro 

(KANASHIRO et al., 2009). Os meios de cultura utilizados, na maioria das 
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vezes, são baseados em formulações básicas modificadas (KANASHIRO, 

2005). 

 Segundo Naves (2001), a escolha de um meio de cultura ideal e uma 

concentração de sais e vitaminas adequadas é fundamental para o cultivo in 

vitro, visto que é o meio de cultura que supre as necessidades nutricionais para 

o crescimento da planta in vitro. O balanço entre nitrogênio, fósforo e cálcio é 

essencial para a morfogênese e para o crescimento das plantas (RAMAGE e 

WILLIAMS, 2002).  

Durante o cultivo in vitro, as soluções de sais e açúcares que compõem 

o meio de cultura não exercem somente um efeito puramente nutritivo, mas 

também influenciam o crescimento celular e a morfogênese por meio de 

propriedades osmóticas (GEORGE, 1996). 

Os hormônios podem ser definidos como substâncias de origem natural 

(hormônios vegetais) ou sintética (reguladores vegetais), adicionadas ao meio 

de cultura, com a finalidade de induzir modificações nos padrões de 

crescimento e desenvolvimento do explante (TERMIGNONI, 2005). Dessa 

forma, a adição de reguladores ao meio supre prováveis deficiências das 

quantidades de hormônios nos explantes retirados da planta mãe, induzindo os 

processos de desdiferenciação e rediferenciação, com consequente formação 

de tecidos e órgãos.  

O crescimento e o padrão de desenvolvimento da maior parte dos 

cultivos in vitro estão diretamente relacionados com a composição do meio e a 

concentração dos reguladores vegetais presentes no meio (CORDEIRO et al., 

2004). A utilização das citocininas é indispensável à divisão celular, superação 

da dominância apical, indução e proliferação de gemas axilares e diferenciação 

de gemas adventícias. As citocininas de ocorrência natural são encontradas 

como moléculas livres, não ligadas a nenhuma macromolécula. A síntese 

ocorre nas raízes, em embriões em desenvolvimento e em tecidos de galha da 

coroa (RODRIGUES e LEITE, 2004). Muitos compostos químicos com 

atividade citocinínica tem sido sintetizados e testados. A maioria possui uma 

substituição do N6 da aminopurina (adenina), como 6-benzilaminopurina e 

cinetina que são sintéticas e zeatina e isopentenil adenina, citocininas naturais 

(SANTIAGO et al., 2001). 
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As auxinas constituem outro grupo de reguladores fundamentais na 

indução da divisão e diferenciação celular. Atuam na expansão e no 

alongamento celular (GEORGE, 1996) e possuem maior aplicação na formação 

de raízes e calos (PASQUAL, 2001). 

O tipo e a concentração dessas substâncias influenciam a multiplicação 

in vitro. Tanto para as citocininas quanto para as auxinas, normalmente, a faixa 

de concentração mais indicada fica entre 0,5 e 5,0 mg L-1  (MORALES et al., 

1999). Outros fatores, como tipo, tamanho do explante e meio de cultura 

também podem influenciar a resposta morfogênica (GASPAR et al., 1996; 

MOREIRA-DIAS et al., 2001). 

 

2.6 CALOGÊNESE E DIFERENCIAÇÃO 
 

Um calo consiste de uma massa desorganizada de células parcialmente 

diferenciadas que variam quanto ao tipo, tamanho, conteúdo e espessura da 

parede celular. Traqueídeos, células parenquimáticas, tecido cambial e 

periderme podem ser formados durante a calogênese (NARAYANASWAMY, 

1977). Geralmente um calo é formado a partir de explantes de raízes, de folhas 

ou de caule. Ao utilizar a técnica de cultura de tecidos, a formação de calos 

pode ser induzida em vários tecidos ou órgãos de plantas que não são 

usualmente responsáveis pelo desenvolvimento de calos (STREET, 1969). 

Skoog e Miller (1957) demonstraram que a formação de dois órgãos in vitro, 

caules e raízes, era controlada pelas concentrações relativas entre auxina e 

citocinina. Meios de cultura contendo um balanço auxina/ citocinina favorável à 

auxina promoveram a formação de raízes em calo de tabaco (Nicotiana 

tabacum). De modo inverso, balanços hormonais favoráveis à citocinina 

fizeram com que fossem formadas gemas caulinares. Finalmente, balanços 

hormonais intermediários não levaram a uma diferenciação das células e sim a 

uma maior multiplicação delas e consequente crescimento do calo. 

2.7 CULTURA DE TECIDOS DE MOGNO 
 

Para a obtenção de plantas de mogno mediante processos de 
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micropropagação, o tipo do explante, a concentração dos reguladores e a 

eficiência dos procedimentos de assepsia são considerados elementares para 

o início da cultura de tecidos (LOPES et al., 2003).  

O primeiro trabalho de cultura de tecidos em mogno foi descrito por Lee 

e Rao (1988). Neste, os autores relatam que obtiveram brotações adventícias a 

partir de segmentos de epicótilo com a utilização de 8,88 µM de BAP. Um ano 

mais tarde, para os autores Maruyama et al. (1989) a obtenção de brotações 

multiplas foi possível com a utilização de segmentos nodais cultivados em meio 

BTM suplementado com 8,88 µM de BAP. 

Na organogênese de mogno, Valverde-Cerdas et al. (1998), cultivaram 

segmentos de epicótilo em meio MS com a concentração de sais reduzida pela 

metade e suplementado com 44,4 µM de BAP e obtiveram uma média de 

formação de brotações adventícias de 2,6 por calo Rocha e Quoirin (2004) 

observaram a maior porcentagem (70%) de explantes foliares com calos na 

presença de 4,7 µM de CIN e 0,54 µM de ANA. Já Couto et al. (2006) a 

obtenção de calos em segmentos de epicótilo foi possível, em alta frequência, 

em meio contendo a combinação de dois reguladores, 2,22 µM de BAP e 2,68 

µM de ANA, 4,44 µM de BAP e 1,34 µM de ANA ou 4,44 µM de BAP e 2,68 µM 

de ANA. Houve diferenças de intensidade, textura e coloração em função do 

tipo e concentração dos reguladores vegetais utilizados. 

Com relação à micropropagação da espécie, Albarrán et al. (1997) 

indicam que no cultivo in vitro de segmentos nodais  em meio MS com 50% dos 

sais, contendo 8,87 µM de BAP e 11,42 µM de AIA, somente 10% dos 

explantes desenvolveram gemas axilares. Os reguladores de crescimento 

utilizados e suas concentrações foram decisivos na obtenção da morfogênese. 

Segundo esses autores, a aplicação da biotecnologia vegetal pode contribuir 

com vantagens para a propagação massal de mogno in vitro, onde a 

organogênese e a embriogênese somática têm grande aplicação. Lameira et al. 

(2005) cultivaram segmentos nodais  em meio MS suplementado com 13,32 

µM de BAP e 5,37 µM de ANA e obtiveram um número médio de brotos de 2,6 

e uma taxa de enraizamento de 85% com a utilização de 21,48 µM de ANA. 

Schottz et al (2007) que a melhor taxa de multiplicação foi obtida com a 

utilização de 2,2 µM de 2-iP combinado com 18,51 µM de BAP em meio MS. 
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3. CALOGÊNESE E ORGANOGÊNESE INDIRETA A PARTIR DE 
SEGMENTOS DE EPICÓTILOS E FOLHAS DE PLÂNTULAS GERMINADAS 
in vitro DE Swietenia macrophylla KING 
 

RESUMO 
 

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de regeneração indireta 
de brotações adventícias para mogno. Segmentos de epicótilos foram 
inoculados em meio MS suplementado com 0,25; 0,5 e 1,0 µM de BAP e 0,1; 
0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 µM de TDZ, ambos combinados com 0,5 µM de ANA, 
assim como em meio controle sem regulador. Os segmentos foliares foram 
cultivados em meio MS contendo 0,5; 0,75 ou 1,0 µM de TDZ, sob irradiância 
de 0,73 µmol.m-2.s-1(penumbra); 0,75 µM de TDZ sob irradiância de 0,73 e 37 
µmol.m-2.s-1 e 1,11; 2,22; 4,44 e 8,88 µM de BAP adicionado de 0,1 µM de ANA 
na penumbra, assim como em meio controle sem regulador. Para a 
regeneração de brotações adventícias, foram utilizados calos formados em 
explantes de epicótilos cultivados em meio MS adicionado de 1,0 µM de TDZ, 
transferidos para o mesmo meio básico com 1,11; 2,22; 4,44 ou 8,88 µM de 
BAP e cultivados na penumbra. O tratamento controle não continha regulador. 
Após 30 dias de cultivo, calos de diferentes consistências e colorações foram 
obtidos. Calos formados a partir de epicótilos cultivados na presença de 1,0 µM 
de BAP eram em sua maioria compactos (76,4%) e, na presença de 1,0 µM de 
TDZ, eram friáveis (91,5%). Em explantes foliares, os melhores resultados 
foram obtidos na presença de 0,75 µM de TDZ no escuro, onde 90% dos 
explantes formaram calos e 77,8% destes eram friáveis. Na presença de 4,44 
µM de BAP e 0,1 µM de ANA, a porcentagem de explantes formando calos foi 
de 93,3% e todos eram friáveis. Houve formação de 2 gemas (3,33%) após 
transferência para meio contendo 2,22 µM de BAP. Em conclusão, a 
calogênese foi obtida em ambos os tipos de explante, segmentos foliares e 
epicótilos, variando conforme a concentração de TDZ ou de BAP, combinadas 
ou não com ANA. Houve formação de calos somente na penumbra. A 
organogênese indireta foi muito baixa. 
 
 
Palavras-chave: ANA, BAP, mogno, TDZ. 
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3. In vitro CALLOGENESIS AND INDIRECT ORGANOGENESIS FROM 
EPICOTYL AND FOLIAR SEGMENTS OF Swietenia macrophylla KING 
PLANTLETS 
 

ABSTRACT 
 

 
The aim of this work was to establish a method for indirect adventitious shoot 
regeneration. Epicotyl segments were inoculated in MS medium supplemented 
with 0.25, 0.5 and 1.0 µM BAP and 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 and 1.25 µM TDZ, both 
with 0.5 µM NAA and a control without growth regulators. Leaf segments were 
cultivated in MS medium with 0, 0.5, 0.75 and 1.0 µM TDZ under an irradiance 
of 0.73 µmol m-2.s-1, with 0.75 µM TDZ under an irradiance of 0.73 and 37 µmol 
m-2.s-1; and 0, 1.11, 2.22, 4.44 and 8.88 µM BAP supplemented with 0.1 µM 
NAA under an irradiance of 0,73 µmol m-2.s-1. In order to regenerate 
adventitious shoots, calluses originated from epicotyls initially cultivated in 1.0 
µM TDZ were transferred into MS medium supplemented with 1.11, 2.22, 4.44 
and 8.88 µM BAP or without BAP. Incidence of callus, its consistency and color, 
and also the number of adventitious shoots formed were recorded after 30 days 
of culture. Most of the calluses from epicotyl segments cultivated in medium 
containing 1.0 µM BAP were compact (76.4%) and those on 1.0 µM TDZ mostly 
friable (91.5%). The best results were obtained with 0.75 µM TDZ under low 
irradiance: 90% of explants produced callus, of which 77.8% were friable. With 
4.44 µM BAP and 0.1 µM ANA the percentage of friable callus was of 93.3%. 
Two adventitious buds (3.33%) were formed on medium containing 2.22 µM 
BAP. In conclusion, organogenesis was reached in both explant types in some 
TDZ or BAP concentrations, combined or not with ANA. Calluses were formed 
only under the lowest irradiance. Indirect organogenesis was very low. 
  
 
Keywords: BAP, mahogany, NAA, TDZ. 
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3.1 INTRODUÇÃO 
 

A cultura de tecidos é considerada uma das técnicas mais importantes 

para a propagação de espécies lenhosas e nas últimas décadas vem sendo 

utilizada com sucesso (LANDA et al., 2000). A organogênese pode ser feita por 

via direta ou indireta; esta última, pela formação de calos, é considerada de 

grande potencial para a propagação em massa (PIERIK, 1987; LANDA et al., 

2000).  

A morfogênese é a consequência da integração entre os processos de 

divisão e diferenciação celular. Os genes responsáveis pela diferenciação de 

tecidos e órgãos se localizam nas células somáticas e, sob condições 

adequadas de cultivo, são expressos (GUERRA et al., 1998). A atividade e 

expressão morfogenética de certos genes podem seguir diferentes rotas: 

organogênese, calogênese ou embriogênese somática, sendo o controle da 

morfogênese realizado por fatores internos, como características genotípicas e 

condições fisiológicas, e fatores externos, a exemplo dos meios de cultura e 

reguladores vegetais (TRAN THANH VAN, 1980). 

 Diferenças significativas na capacidade organogenética in vitro podem 

ser encontradas ao se variar a composição nutricional do meio de cultura. No 

entanto, os componentes mais otimizados em meios de cultura são os 

reguladores (PERES, 2000), particularmente o balanço entre auxina e 

citocinina (HANDRO e FLOH, 1990). Meios de cultura contendo um balanço 

auxina/citocinina favorável à auxina promovem a formação de raízes, enquanto 

que balanços hormonais favoráveis à citocinina fazem com que se formem 

gemas adventícias e finalmente, balanços hormonais intermediários não levam 

a uma diferenciação das células e sim a uma multiplicação delas e em 

consequência à formação de calos (SKOOG e MILLER, 1957). 

Em algumas espécies, a indução de calos é possível apenas com 2,4-D, 

enquanto outras necessitam da combinação de diferentes reguladores, como 

AIA, BAP e ANA (NEWMAN et al., 1996). Huetteman e Preece (1993) citam o 

TDZ como um indutor para formação de calos em concentrações iguais ou 

maiores que 1,0 µM. WILHELM (1999) indica que concentrações mais altas 

dessa citocinina proporcionam a produção de calos mais volumosos. 
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Na organogênese in vitro, são vários os fatores que afetam a 

regeneração, entre os quais: a espécie, a cultivar, os componentes nutricionais 

do meio de cultura, os reguladores, o ambiente de cultivo e o tipo de explante 

(RAO et al.,1996). A escolha do explante ideal é, frequentemente, dada pela 

capacidade deste de se regenerar in vitro (BRASILEIRO e DUSI, 1999). 

Geralmente, em tecidos jovens a chance de sucesso é maior, pois a sua 

capacidade organogenética é maior (PERES, 2000).  

Na regeneração de plantas lenhosas via calogênese, os explantes mais 

utilizados são as folhas e entrenós de plantas que se desenvolveram in vitro 

(DE BONDT et al., 1996). Apesar de grandes avanços das técnicas de cultura 

de tecidos, o estabelecimento de protocolos que estimulem a organogênese 

e/ou embriogênese em plantas lenhosas é muito limitado, fato que se deve a 

recalcitrância da maioria dessas espécies, como por exemplo o mogno. Em 

muitas espécies lenhosas, estas técnicas têm permitido a obtenção de calos, a 

partir dos quais é possível obter brotações ou induzir respostas morfogênicas e 

produzir plantas em grande escala. 

 O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do tipo de explante, de 

reguladores vegetais e da intensidade de luz na calogênese e organogênese in 

vitro de Swietenia macrophylla. 

  

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Micropropagação 

de Plantas do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de 

Ciências Agrárias da Universidade Federal do Paraná. 

 

3.2.1 Material vegetal 
  

As sementes de mogno (Swietenia macrophylla King) utilizadas foram 

fornecidas pela Embrapa Florestas e coletadas na cidade de Vilhena, 
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Rondônia. 

As sementes passaram por um pré-tratamento em solução de tiofanato-

metílico (2%) por 40 min sob agitação constante. Em câmara de fluxo laminar, 

foram esterilizadas em etanol 70% com 0,1% de Tween 20® por 1 min. Logo 

após foram desinfestadas com uma solução de hipoclorito de sódio a 2,5% por 

30 min e finalmente submetidas a três lavagens em água estéril para a 

remoção de traços das soluções desinfestantes. A semeadura foi realizada em 

câmara de fluxo laminar e as sementes foram colocadas em frascos de 300 ml 

contendo 40 ml de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e vedadas com 

tampas de polipropileno. 

Após 30 dias da germinação in vitro, retirou-se segmentos de epicótilo e 

de folhas que foram utilizados nos experimentos descritos abaixo. 

 

3.2.2 Condições da cultura in vitro 
  

 Os explantes foram cultivados em placas de Petri de vidro (20X100 mm) 

contendo 25 ml de meio de cultura, vedadas com filme plástico de PVC, sendo 

mantidas em sala climatizada, com temperatura de 25± 2ºC e irradiância de 

0,73 ou 37 µmol.m-2.s-1. 

 

3.2.3 Efeito do tipo e de combinações de reguladores vegetais na calogênese e 
organogênese de epicótilos de Swietenia macrophylla King 
 

 

Como explantes foram utilizados segmentos de epicótilos com 0,5 cm de 

comprimento excisados de plântulas, conforme descrito no item 3.2.1. O meio 

de cultura básico foi constituído pelos sais, vitaminas e compostos orgânicos 

do meio MS com 30 g.L-1 de sacarose, 100mg. L-1 de mio inositoln e 6 g.L-1 de 

ágar (Vetec ®). O pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120°C por 

20 min. Os meios foram acrescidos de diferentes concentrações de thidiazuron 

(TDZ), zeatina (ZEA) ou 6-benzilaminopurina (BAP) combinados ou não com 

ácido naftaleno acético (ANA) conforme indicado na Tabela 1. O PVP 
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(polivinilpirrolidona) foi testado somente no experimento 2. Todas as culturas 

foram mantidas sob luz fluorescente do tipo “luz do dia”  e irradiância de 0,73 

µmol.m-2.s-1 (penumbra). 

A cada 30 dias foram realizadas avaliações e transferências para novo 

meio de cultura. Foram avaliadas: porcentagem de sobrevivência, 

contaminação (fúngica e bacteriana), formação de calos, oxidação total e 

formação de gemas adventícias, coloração e consistência dos calos (friável ou 

compacto). 

 

 

TABELA 1- EXPERIMENTOS DE FORMAÇÃO DE CALOS EM SEGMENTOS 
DE EPICÓTILOS DE Swietenia macrophylla  

Experimentos  Reguladores vegetais e PVP 

1 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 µM de TDZ 

2 0; 0,1; 0,25; 0,5, 1,0 e 1,25 µM de TDZ + 1 gL-1 de PVP 

3 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 µM de TDZ+ 0,5 µM de ANA e 

0,25; 0,5 e 1,0 µM de BAP + 0,5 µM de ANA 

4 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0, 4,0 e 5,0 µM de ZEA + 0,1 µM de ANA. 

 

3.2.4 Efeito do tipo, das concentrações de reguladores vegetais e da irradiância 
na calogênese e organogênese de segmentos foliares de Swietenia 
macrophylla King 
 

Como explantes foram utilizados segmentos foliares com 0,25 cm2 de 

área, excisados de plântulas germinadas in vitro. O meio de cultura básico foi 

aquele descrito em 3.2.1. Os tratamentos foram constituídos de diferentes 

concentrações de thidiazuron (TDZ) ou 6-benzilaminopurina (BAP), 

combinados ou não com ácido naftaleno acético (ANA) e condições de luz 

conforme descrito na Tabela 2. 

 

 



38 

 

 

TABELA 2- EXPERIMENTOS DE FORMAÇÃO DE CALOS EM SEGMENTOS 
         FOLIARES DE Swietenia macrophylla King. 

Experimentos  Reguladores vegetais  Irradiância 

(µmol.m-2.s-1) 

1 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 µM de TDZ 0,73  

2 0; 0,5; 0,75 e 1,0 µM de TDZ 0,73 

3 0 e 0,75 µM de TDZ  0,73 e 37. 

4 0; 1,11; 2,22; 4,44 e 8,88 µM de BAP + 0,1 

µM de ANA  

0,73 

 

 

3.2.5 Efeito da concentração de BAP na indução de brotos adventícios em 
calos de Swietenia macrophylla King 
 

 Calos formados no experimento 3 da Tabela 1 (a partir de calos de 

epicótilos de consistência friável e coloração creme), com 30 dias de cultivo em 

meio de cultura inicial contendo 1,0 µM de TDZ + 0,5 µM de ANA, foram 

transferidos para meios de regeneração, constituído pelo meio de cultura 

básico acrescido de diferentes concentrações de BAP ( 1,11; 2,22; 4,44 e 8,88 

µM). O tratamento controle foi constituído pelo meio MS sem adição de 

reguladores. Foram cultivados sob irradiância de 0,73 µmol.m-2.s-1. 

 

3.2.6 Delineamento experimental e análise estatística 
 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado 

com 6 repetições (placas de Petri) por tratamento e  explantes por placa. Os 

experimentos foram repetidos 3 vezes e a média das repetições foi analisada. 

As médias foram submetidas à análise de variância (ANOVA) e 
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comparação de médias pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância. Os 

dados de porcentagem foram transformados em arcoseno √x /100. Foi utilizado 

o programa estatístico Assistat® versão 7.6 beta atualizada (SILVA e 

AZEVEDO, 2002). 

 

3.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.3.1 Efeito do tipo e de combinações de reguladores vegetais na calogênese e 
organogênese de segmentos de epicótilos de Swietenia macrophylla King 
 

Nos experimentos 1 (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 µM de TDZ), 2 (0,1; 0,25; 

0,5; 1,0 e 1,25 µM de TDZ com PVP), e 4 (0,5; 1,0; 2,0; 3,0, 4,0 e 5,0 µM de 

ZEA + 0,1 µM de ANA), apesar do uso de antioxidante e a cultura ter sido 

deixada na penumbra houve necrose total dos explantes. Semelhantemente, 

em um estudo com pau-brasil (Caesalpinia echinata), nem a ausência de luz 

nem a utilização de antioxidantes evitaram a oxidação dos explantes 

(WERNER, 2009). Caso semelhante foi observado por Biasi et al. (1994) que, 

ao trabalharem com a propagação de abacateiro in vitro, relataram que os 

antioxidantes (ácido ascórbico ou ácido cítrico nas concentrações de 100 e 200 

mg L-1) não foram eficientes para essa cultura.  

Necrose e oxidação dos explantes costumam ser relatadas como um 

dos aspectos mais importantes relacionados com a cultura de tecidos de 

algumas espécies de plantas, em especial as espécies lenhosas 

No experimento 3, para todas as variáveis analisadas, houve diferença 

estatística significativa entre os tratamentos aplicados (Anexos 2 a 4). Quando 

foi combinada a auxina com as diferentes concentrações de citocininas, não foi 

observado o aparecimento de necrose ou oxidação dos explantes. Os 

tratamentos mais eficientes para a formação de calos foram: 0,5 e 1,0 µM de 

BAP e 0,25; 0,5 e 1,0 µM de TDZ com 0,5 µM de ANA, conforme pode ser 

observado na Tabela 3. 

Calos formados na presença de TDZ e de BAP eram diferentes na cor, 

textura e consistência. Quando eram provenientes dos tratamentos com BAP, 
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eram em sua maioria compactos e de coloração verde e, visualmente, tinham 

aspecto vítreo (Figura 3a e Tabela 3). Já os calos dos tratamentos com TDZ 

eram de coloração creme e às vezes marrom, extremamente friáveis e ao 

observá-los em microscópio estereoscópico, continham estruturas globulares 

(Figura 3b e Tabela 3). 

Nesse experimento, aos 30 dias, embora o tipo de regulador tenha 

influenciado a coloração e a consistência dos calos, não foi observada a 

formação de brotos adventícios. Calos verdes foram obtidos em todas as 

concentrações de BAP e as percentagens não apresentaram diferenças 

significativas entre si. Embora as concentrações de 0,10; 0,25; 0,50 e 1,00 µM 

de TDZ não tenham apresentado diferenças significativas com relação à 

formação de calos creme, na concentração de 1,00 µM de TDZ os calos 

formados foram mais volumosos quando comparados aos calos formados nas 

demais concentrações (dados não mostrados). Resultados semelhantes foram 

obtidos por Alves et al. (2004), testando a regeneração in vitro por 

organogênese a partir de explante caulinar de três clones híbridos de 

Eucalyptus grandis x E. urophylla. Esses autores obtiveram melhores 

resultados de calogênese nos tratamentos com a combinação de TDZ e ANA 

nas concentrações de 2,27µM e 0,54 µM, respectivamente. 

Os explantes do tratamento controle não apresentaram nem oxidação 

nem a formação de calos e, por esse motivo, os dados correspondentes não 

foram adicionados na análise estatística. 
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TABELA 3 – EFEITO DE COMBINAÇÕES DE BAP OU TDZ E ANA 
NA CALOGÊNESE DE EPICÓTILOS DE Swietenia 
macrophylla AOS 30 DIAS DE CULTIVO in vitro  EM 
MEIO MS SOB IRRADIANCIA DE 0,73 µmol.m-2.s-1. 

Concentração de 

BAP ou TDZ (µM) + 

0,5 µM ANA 

Explantes 

com calos 

(%) 

Calos verdes e 

compactos 

(% dos calos) 

Calos creme e 

friáveis 

(% dos calos) 

0,25 BAP 33,3 c 73,3 a 26,7 c* 

0,50 BAP 85,0 ab 74,5 a 25,5 c 

1,00 BAP 91,6 a 76,4 a 23,6 c 

0,10 TDZ 60,0 bc 22,7 b 77,3 ab 

0,25 TDZ 85,0 ab 21,7 b 78,3 ab 

0,50 TDZ 90,0 a 29,6 b 70,4 ab 

1,00 TDZ 98,3 a 6,8   c 91,5 a 

1,25 TDZ 26,7 c 16,7 b 83,3 a 

Média Geral 6,89 2,83 4,10 

CV (%) 18,27 41,51 29,63 

*Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. CV= Coeficiente de variação 

 

 

Calos friáveis e de coloração creme como os obtidos no presente 

trabalho podem ser considerados organogenicos e, de maneira geral, podem 

ser identificados pela coloração. Segundo Ipekci e Gozukirmizi (2005) e 

Arunyanart e Chaitrayagun (2005), as porções translúcido-brancas ou 

amareladas dos calos são consideradas friáveis e com potencial para se 

converterem em órgãos ou embriões. 

Cerqueira et al. (2002) observaram que a coloração e a consistência de 

calos de erva-de-touro (Tridax procumbes) cultivados in vitro, dependeram 

tanto da concentração como do tipo do regulador utilizado no meio de cultura, 

sendo que a cor verde foi a predominante e está relacionada com os 

reguladores BAP e ANA. Resultado similar foi obtido no presente trabalho 

onde, em todas as concentrações de BAP utilizadas em combinação com ANA, 

a coloração verde foi predominante. 

Couto et al. (2006) utilizaram a mesma espécie e o mesmo tipo de 
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explante utilizado no atual estudo e relataram que as combinações de 4,44 µM 

de BAP e 1,34 µM de ANA, 8,88,µM de BAP e 5,37µM de ANA provocaram 

formação de calos friáveis somente nas extremidades dos epicótilos. Almeida 

(2002) realizou um trabalho para definir protocolos de regeneração de plantas 

para as laranjas ‘Natal’, ‘Valência’ e ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck) e limão 

‘Cravo’ (Citrus limona L. Osbeck), utilizando segmentos de epicótilo cultivados 

em meio MT. Esse autor obteve melhores resultados na organogênese 

utilizando 4,44 µM de BAP para laranjas e 2,22 – 5,55 µM de BAP para limão 

‘Cravo’. Apesar de no presente trabalho ter se usado concentrações bastante 

semelhantes de BAP, a regeneração de gemas adventícias não foi atingida. 

 

3.3.2 Efeito do tipo, de concentrações de reguladores vegetais e da irradiância 
na calogênese e organogênese de segmentos foliares de S. macrophylla 

 

No experimento 1, nas concentrações intermediárias de TDZ (0,5 e 1,0 

µM), houve formação de calos de coloração verde e creme e de consistência 

compacta ou friável (dados não mostrados). Nas culturas onde foram utilizados 

0,1; 0,25 e 1,25 µM de TDZ (dados não mostrados) ocorreu necrose dos 

tecidos (Figura 3e), em 95 a 100% dos explantes, refletindo numa resposta 

menos favorável com relação à formação de calos. Esses resultados foram a 

base para a instalação do experimento 2 onde foi incluida a concentração de 

0,75 µM de TDZ. No caso do guaranazeiro, mesmo com a utilização de 

antioxidantes no meio de cultura, a oxidação foi um dos entráves constantes no 

estabelecimento e na manutenção dos experimentos (ANGELO et al., 2010). 

Esses resultados são compatíveis com aqueles descritos por Da Silva et al. 

(2008), para laranja-azeda, nos quais a utilização de TDZ na ausência de luz 

provocou a morte dos explantes. No tratamento controle, não houve nem a 

formação de calos nem a necrose; os explantes permaneceram verdes ao 

longo de 4 meses e depois desse período foram descartados. 

No experimento 2, para todas as variáveis analisadas, observou-se 

diferenças estatísticas (Tabela 4, Anexos 5 a 8). A concentração de TDZ na 

qual houve a maior produção de calos (90%) foi de 0,75 µM. Desses calos 

77,8% apresentaram coloração creme e consistência friável. Na concentração 



43 

 

de 0,5 µM de TDZ, 50% dos explantes formaram calos e destes, 60% eram de 

coloração verde e de consistência compacta (Figura 3c). Com 1,0 µM de TDZ, 

ocorreu um decréscimo na formação de calos (31,7%) uma vez que a maioria 

dos explantes oxidou. Porém, ao contrário do que ocorreu na concentração de 

0,5 µM de TDZ, a formação de calos friáveis e creme foi superior (68,4%) à 

formação de calos compactos e verdes (42,1%) (Figura 3d). Essa variação de 

cores também foi observada por Landa et al. (2000) em pequizeiro (Caryocar 

brasiliense Camb) e por Kielse et al. (2007) em angico-vermelho 

(Anadenanthera macrocarpa). 

 

TABELA 4 – EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE THIDIAZURON (TDZ) NA  
  FORMAÇÃO DE CALOS EM SEGMENTOS FOLIARES DE 

Swietenia macrophylla APÓS 30 DIAS DE CULTURA in vitro EM 
MEIO MS SOB IRRADIANCIA DE 0,73 µmol.m-2.s-1. 

Concentração  
deTDZ (µM) 

Explantes 
com calos 

(%) 

% de calos 
verdes e 

compactos 

% de calos 
creme e 
friáveis 

% de 
necrosedos 
explantes 

0,50  50 b 60,0 a 40,0 b 15,0 b* 

0,75 90,0 a 22,2 b 77,8 a 6,70 b 

1,00 31,7 b 42,1 a 68,4 b 68,4 a 

Média geral 5,72 2,11 3,72 2,61 

CV (%) 23,37 37,36 39,74 61,09 

*Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. CV= Coeficiente de variação 

 

 

Em segmentos foliares de duas meliáceas exóticas, Khaya nyasica e 

Toona ciliata, a maior taxa de calogênese foi obtida com as concentrações de 

0,45 µM (37,5% e 67%) e 1,14 µM (44,5% e 67%), de TDZ (Daquinta et al., 

2003). Apesar dos autores terem utilizado concentrações bastante semelhantes 

às desse estudo, os resultados obtidos por eles foram inferiores aos do 

presente ensaio, onde se utilizou 0,75 µM de TDZ e a taxa de calogênese 

obtida foi de 90%. No entanto, os autores não relataram nem a coloração nem 

a consistência dos calos obtidos. 

No presente trabalho, não houve a diferenciação dos calos em gemas 

adventícias, confirmando as observações de Huetteman e Preece (1993) de 

que o aumento na concentração de TDZ tende a estimular a formação de calos 
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à custa do crescimento de brotos axilares e adventícios. Para esses últimos e 

de acordo com Laszloffy et al. (1992), a presença de altas concentrações de 

citocininas no meio induz a excessiva formação de calos em explantes de 

espécies lenhosas. No caso do presente trabalho, apesar de não terem sido 

adicionadas concentrações consideradas elevadas por muitos autores, uma 

hipótese a ser considerada, é de que a concentração de regulador vegetal 

requerida para a formação de calos em explantes foliares de mogno seja 

menor pois, possivelmente, a concentração endógena de hormônio éelevada .  

Os resultados do experimento 2, constituíram a base para o experimento 

3 em que os explantes foram submetidos a duas irradiâncias distintas, 0,73 e 

37 µmol.m-2.s-1. No experimento 3, os resultados foram semelhantes aos 

encontrados no experimento 2, na concentração de 0,75 µM de TDZ e 93,3% 

de explantes formaram calos sob irradiância de 0,73 µmol.m-2.s-1. (dados não 

mostrados). Sabe-se que a luz influi na regulação da morfogênese e atua como 

fonte de energia para a realização da fotossíntese (HARTMANN e KESTER, 

1990). Tanto a formação da parte aérea quanto da raiz é influenciada pelo 

regime de luz (durante os períodos luminosos ou fotoperíodo) a que os 

explantes são expostos. No entanto, ao expor os explantes à irradiâncias 

distintas, essa diferença de luinosidade teve influência somente na formação 

de calos. 

Castro et al. (2009) relatam que folhas são os melhores explantes para a 

indução de calos em barbatimão (Stryphnodendron adstringens) e que os 

melhores resultados foram obtidos na ausência de luz. Porém, Werner et al. 

(2009) não verificaram diferenças significativas na porcentagem de formação 

de calos em folíolos jovens e juvenis de pau-brasil (Caesalpinia echinata) 

cultivados na luz e no escuro. 

No experimento 4, após 30 dias de cultivo, observou-se diferenças 

significativas entre os tratamentos, havendo uma alta taxa (93,3%) de formação 

de calos no tratamento com 4,44 de µM de BAP combinado com 0,1 µM de 

ANA (Anexos 9 e 10, Tabela 5). Em moreira (Maclura tinctoria), espécie nativa 

que apresenta dificuldades de propagação sexuada, Gomes (1999) observou 

um efeito positivo da combinação entre auxinas e citocininas na indução de 

calos em segmentos foliares. 
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TABELA 5 – EFEITO DE COMBINAÇÕES DE BAP E ANA NA FORMAÇÃO 
DE CALOS EM SEGMENTOS FOLIARES DE Swietenia macrophylla 
APÓS 30 DIAS DE CULTIVO EM MEIO MS SOB IRRADIANCIA DE 
0,73 µmol.m-2.s-1. 
CONCENTRAÇÃO DE BAP 

(µM) + 0,1 µM ANA 

FORMAÇÃO DE 

CALOS (%) 

NECROSE 

(%) 

1,11 16,7 c 65,0 a* 

2,22 60,0 b 40.0 a 

4,44 93,3 a 6,70 b 

8,88 28,3 c 71,7 a 

Média geral 4,96 4,62 

CV (%) 26,10 44,96 

* Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. CV= Coeficiente de variação 

 

 O tratamento controle não foi incluído na análise estatística, pois não 

ocorreu a formação de calos, tampouco oxidação ou necrose dos explantes. No 

tratamento com 4,44 µM de BAP combinado com 0,1 µM de ANA, os calos 

formados a partir de folhas cobriam cerca de 75% dos segmentos foliares 

(Figura 3f). Diferentemente dos calos formados a partir de segmentos de 

epicótilos, que tinham diferenças de coloração e consistência, em segmentos 

foliares houve somente a formação de calos creme, friável e granular. Os 

parâmetros coloração e textura de calos têm sido utilizados como indicativos da 

capacidade regenerativa do material vegetal (RODRIGUES et al., 2009). Calos 

de consistência semelhante foram obtidos por Figueiredo (2007), em folhas de 

Passiflora gibertii, onde observou que calos de coloração clara e consistência 

granular possuíam maior potencial organogenético.  

 O efeito positivo da combinação entre ANA e BAP na formação de calos 

também foi observado por Landa et al. (2000), os quais induziram calogênese 

em explantes foliares de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) utilizando 

10,74 µM de ANA e 4,44µM de BAP, obtendo aproximadamente 91% de 

explantes com calos. Apesar da porcentagem de formação de calos se 

assemelhar bastante com as obtidas em mogno (93%), com a mesma 

concentração de BAP, o presente estudo utilizou uma concentração de ANA 

bem inferior, apenas 0,1 µM, mostrando que para mogno, possivelmente os 
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níveis endógenos de hormônios devem ser um pouco mais elevados. 

 Na cultura de explantes foliares de mogno, ainda não foi possível a 

formação de brotos adventícios. Outros trabalhos indicam a formação de calos, 

como, por exemplo, o de Venkesteswaran et al. (1988) que, além de pedaços 

de folhas, cultivaram tecido cotiledonar em meio MS modificado e acrescido de 

9,1 µM de 2,4-D e 5,4 µM de ANA e também observaram a formação de calos. 

Albarrán et al. (1997) obtiveram a maior formação de calos em segmentos 

foliares de mogno cultivados em meio MS com a concentração de sais reduzida 

pela metade e combinando 0,09 µM de TDZ e 22,6 µM de 2,4-D.  

 Rocha e Quoirin (2004) relataram que a maior porcentagem (70%) de 

explantes foliares com calos foi observada quando esses explantes foram 

cultivados em meio MS contendo ¾ da concentração de sais original e 

suplementado com 4,7 µM de CIN e 0,54 µM de ANA. No trabalho desses 

autores, os explantes foram folhas de plantas mantidas em casa de vegetação 

com idade variando entre 30 e 210 dias. No atual trabalho com mogno, foram 

utilizadas somente folhas de plântulas oriundas de germinação in vitro e com 

idade de até 45 dias.  Essa diferença de idade dos explantes pode ter afetado 

as respostas organogênicas, pois os autores relatam que explantes com 210 

dias de idade desenvolveram raízes adventícias após 60 dias de cultivo in vitro 

na presença de 2,3 µM de CIN e 0,54 µM de ANA. Os explantes com 60 dias 

de idade cultivados por 30 dias em meio contendo 4,7 ou 9,3 µM de CIN e 0,11 

ou 0,54 µM de ANA também formaram raízes.  

 Em outros trabalhos com espécies da familia Meliaceae, como 

Naregamia alata, a organogênese foi direta a partir de segmentos foliares 

cultivados em meio MS suplementado com 4,9 µM de BAP e 5,8 µM de GA3 

(SHAJI et al., 1997). Também em explantes foliares, brotos adventícios se 

desenvolveram quandos os explantes foram cultivados em meio MS contendo 

8,8 µM de BAP e 0,57 µM de AIA (SALVI et al., 2001).  

Em explantes foliares de murici-pequeno (Byrsonima intermedia), 

Nogueira et al. (2007) observaram que a maior formação de calos ocorreu no 

meio MS acrescido de 4,52 µM de 2,4-D e que, ao testar a sua interação com 

BAP e TDZ, não houve um incremento na calogênese. Já Rodrigues et al. 

(2009) obtiveram a maior formação de calos em explantes cotiledonares de nim 

(Azadirachta indica) em meio WPM adicionado de 8,88 µM de BAP e 9,04 µM 
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de 2,4-D. 

Alves (2010) relatou a formação de calos fríáveis em pecíolos, folhas e 

estípulas de embaúba (Cecropia glaziovii) em meio contendo 22,6 µM de 2,4-D 

combinado com 4,44 ou 13,32 µM de BAP. O mesmo autor observou que os 

calos originados dos pecíolos eram de coloração amarela clara. 

  

 

3.3.3 Efeito da concentração de BAP na indução de brotos adventícios em 
calos de S. macrophylla 
 

 Após 30 dias de cultivo, no meio MS contendo 2,22 µM de BAP foi 

observada a formação de 2 gemas adventícias a partir de 2 explantes entre 60 

(3,33 %) (Figura 3g), o que sugere um campo com potencial para futuras 

investigações. 

Diferentemente, Lee e Rao (1988) relatam a regeneração de brotos 

adventícios de mogno a partir de calos friáveis oriundos de segmentos nodais. 

Os explantes foram cultivados em meio MS com a concentração de sais 

reduzida à metade e a concentração de nitrato de amônia modificada para 2 

g.L-1, e adicionando 8,88 µM de BAP. Essa concentração de BAP também foi 

utilizada neste trabalho para a regeneração de brotações adventícias, no 

entanto não houve diferenciação de gemas a partir dos calos. Acredita-se que 

o balanço hormonal adequado não tenha sido alcançado ou que a idade ou até 

mesmo o genótipo dos explantes tenha influenciado a resposta. 

Êxito na regeneração de brotos adventícios de mogno foi relatado por 

Valverde-Cerdas et al. (1998), que obtiveram essa regeneração a partir de 

epicótilos cultivados em meio MS suplementado com 44,4 µM de BAP, no qual, 

dos 15 explantes inoculados, 8 responderam positivamente. Alves (2010) 

obteve a regeneração de calos friáveis de embaúba (Cecropia glaziovii) 

cultivando os explantes em meio contendo somente 0,46 µM de zeatina ou esta 

concentração combinada com 4,52 ou 22,6µM de 2,4-D. 

Lane e McDougald (1982) ressaltaram que a quantidade de BAP 

requerida é diferente para cada cultivar e que a BAP fornecida de maneira 

exógena está diretamente ligada com a quantidade endógena de citocinina que 
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cada cultivar possui. Vale salientar que o presente estudo utilizou como fonte 

de material vegetal plântulas de sementes germinadas in vitro, cuja 

variabilidade genética e qualidade podem ter sido uns dos muitos fatores que 

afetaram a falta de brotações adventícias. 
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FIGURA 3 – ASPECTO DOS CALOS OBTIDOS A PARTIR DE EXPLANTES 
DE Swietenia macrophylla AOS 30 DIAS DE CULTIVO in vitro. SEGMENTOS 
DE EPICÓTILOS: a) CALO FRIÁVEL NA PRESENÇA DE 1,0 µM DE TDZ, b) 
CALO COMPACTO NA PRESENÇA DE 1,0 µM DE BAP; SEGMENTOS 
FOLIARES: c) CALO COMPACTO OBTIDO NA PRESENÇA DE 0,5 µM DE 
TDZ, d) CALO FRIÁVEL OBTIDO NA PRESENÇA DE 0,75 µM DE TDZ, e) 

a b 

c d 

g 

f e 
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APRESENTANDO NECROSE EM MEIO DE CULTURA CONTENDO 1,25µM 
DE TDZ, f) CALOS CREME E FRIÁVEIS OBTIDOS A PARTIR DE 
SEGMENTOS FOLIARES OBTIDO NA PRESENÇA DE 4,44 µM DE BAP E 0,1 
µM DE ANA. g) GEMA ADVENTÍCIA REGENERADA A PARTIR DE CALOS 
CREME E FRIÁVEIS OBTIDO NA PRESENÇA DE 2,22 µM DE BAP BARRA: 1 
cm. 
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3.4 CONCLUSÕES 
 
De acordo com as condições em que o presente trabalho foi realizado, 

pode-se concluir que: 

– Os dois tipos de explantes utilizados, segmentos de epicótilos e 

segmentos foliares, são eficientes para a formação de calos. 

– As concentrações dos reguladores mais eficientes para a 

formação de calos a partir de epicótilos são 0,5 e 1,0 µM de BAP 

e 0,25; 0,5 e 1,0 µM de TDZ, ambos combinados com 0,5 µM de 

ANA. 

– Segmentos foliares cultivados sob irradiância luminosa de 0,73 

µmol.m-2.s-1 em meio MS contendo 0,75 µM de TDZ apresentam 

alta porcentagem de formação de calos. 

– A formação de calos a partir de epicótilos só acontece na 

penumbra. 

– A taxa de organogênese é muito baixa.  
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4 INDUÇÃO IN VITRO DE BROTAÇÕES AXILARES DE Swietenia 
macrophylla KING A PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS 
 

RESUMO 
 

O mogno, devido a sua madeira durável, é uma espécie muito apreciada para a 
fabricação de móveis e artigos de decoração de luxo. Devido à intensa 
exploração de reservas naturais, pesquisadores florestais têm buscado 
alternativas para seu cultivo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer 
um método de multiplicação in vitro de mogno. Para isso, foram utilizados 
segmentos nodais de plântulas germinadas in vitro inoculados em meio MS 
contendo 2,5 µM de BAP combinada com várias concentrações de CIN: 0,25; 
0,50; 1,0; 1,5 e 2,0 µM assim como um controle sem CIN. Em outro 
experimento, foram utilizados os meios MS e SH com 2,5 µM de BAP e 2,2 µM 
de 2-iP suplementados com diferentes concentrações de CaCl2: para o meio 
MS, 220, 440 e 880 mg.L-1 e, para o meio SH, 100, 200 e 400 mg.L-1, assim 
como um tratamento sem a adição de CaCl2. O tratamento controle foi com a 
concentração normal de cada meio de cultura (MS 440 mg.L-1 e SH 200 mg.L-

1). Após 30 dias de cultivo in vitro foi avaliado o número de brotos, a massa 
fresca dos brotos, a porcentagem de oxidação. No primeiro experimento, onde 
foram utilizadas várias concentrações de CIN combinadas a BAP, houve 
intensa oxidação em 90% dos explantes e 10% formaram brotações pouco 
vigorosas, não sendo possível realizar o subcultivo. No experimento utilizando 
os meios MS e SH, sintomas de clorose foliar foram observados nas maiores 
concentrações de CaCl2 dos meios de cultura. Apesar do elevado número de 
brotos (6,8 no meio SH e 7,8 no meio MS) obtidos nos tratamentos com o 
dobro da concentração de CaCl2 (400 mg.L-1 e 880 mg.L-1), quando estes foram 
subcultivados em mesmo meio de origem, sofreram intensa oxidação, 
impossibilitando o subcultivo, portanto, não foi possível estabelecer um método 
eficiente para a multiplicação massal de brotações.  
 
 
Palavras-chave: brotações axilares, CaCl2, clorose, mogno. 
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4 IN VITRO AXILLARY SHOOT INDUCTION FROM NODAL SEGMENTS OF 
Swietenia macrophylla KING 
 

ABSTRACT 
 

Mahogany has a durable wood and is usually used in furniture factories. Due to 
intense exploration of natural resources, forestry researchers are interested in 
finding some alternatives for mahogany propagation. The aim of this work was 
to establish an in vitro multiplication method for this species. Nodal segments 
from in vitro cultivated plants were inoculated in MS medium supplemented with 
2.5 µM BAP combined with the following concentrations of KIN: 0.25, 0.50, 1.0, 
1.5 and 2.0 µM and a control without KIN. In another experiment, the MS and 
SH media with 2.5 µM BAP and 2.2 µM 2-iP were supplemented with the 
following CaCl2 concentrations: 220, 440 and 880 mg.L-1(for MS medium) and 
100, 200 and 400 mg.L-1 (for SH medium), apart from a treatment without 
CaCl2. After 30 days of in vitro culture the number of shoots, weight and 
percentage of oxidation and contamination were evaluated.  In the first 
experiment, where several KIN concentrations combined with BAP were used, 
there was a high oxidation level (in 90% of explants) and 10% of them 
presented weak shoots, thus the subculture was not possible. In MS/SH 
experiment, foliar chlorosis symptoms were observed in high concentrations of 
CaCl2. Despite the high number of shoots (6.8 in SH and 7.8 in MS) obtained in 
treatments with double CaCl2 concentrations (400 mg.L-1 for SH and 880 mg.L-

1.for MS), when they were subcultured in the same medium they suffered 
intense oxidation that did not allow their subculture. For this reason, the 
establishment of an efficient method for massal multiplication of axillary shoots 
was not possible.  
 
Keywords: Axillary shoots, CaCl2, chlorosis, mahogany. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

  

A espécie Swietenia macrophylla King, o mogno, da família das 

Meliáceas, tem madeira de valor elevado devido às suas características físicas 

e anatômicas, constituindo-se em uma das principais fontes de madeira para 

exportação nos trópicos da América Latina. 

 Apesar de haver uma área de dispersão muito grande, com cerca de 150 

milhões de hectares, a exploração seletiva pode afetar a integridade das 

populações. Existe uma clara tendência para a diminuição do número de 

árvores de mogno, especialmente de dimensões comerciais. Alguns países da 

América Central apresentam redução das populações originais. Em 

Guanacaste, Costa Rica, as populações de S. macrophylla têm diminuído 

consideravelmente (GERHARDT, 1996). Na Guatemala, a espécie está em 

perigo de extinção, assim como no Panamá, onde se encontra completamente 

exterminada em regiões acessíveis de fácil exploração (PATIÑO, 1996). 

A micropropagação teve um forte impacto sobre a produção de plantas 

em larga escala e inúmeros protocolos foram estabelecidos visando a produção 

comercial de mudas assim como a preservação de espécies que se encontram 

ameaçadas de extinção (SOUZA e PEREIRA, 2007). Isto ocorreu devido ao 

fato desta técnica estar embutida nos programas de melhoramento que, na 

maioria das vezes, objetivam a manutenção ou a maximização do valor 

genético do clone a ser propagado, permitindo acelerar os métodos 

convencionais de propagação vegetativa (JOSHI et al., 2003). Baseando-se no 

fenômeno da totipotência das células vegetais, onde cada célula é capaz de 

gerar uma planta nova idêntica geneticamente à planta-mãe, livre de 

contaminações, a técnica permite a produção de mudas sadias em espaço 

físico reduzido, além de ser altamente conveniente para a manutenção de 

coleção de plantas de genótipos diferentes (OLIVEIRA et al., 2007).  

A escolha adequada do meio de cultura é um fator relevante para a 

micropropagação, devido ao importante papel dos componentes minerais no 

processo de regeneração dos explantes (RAMAGE e WILLIAMS, 2002). Além 

dos sais minerais, os nutrientes essenciais do meio de cultura incluem uma 
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fonte de carbono e energia, vitaminas e reguladores de crescimento 

(GAMBORG e SHYLUK, 1981). 

Na literatura, são encontrados trabalhos que relatam a necessidade de 

modificação do meio de cultura ou a utilização de meios diferentes ao MS, para 

que se possa melhorar ou resolver questões particulares de cada cultura. O 

suplemento de macro e micronutrientes no meio de cultura é parte essencial no 

sistema de cultivo in vitro. Atualmente, os meios utilizados são baseados nas 

modificações empíricas de algumas formulações básicas e em exigências 

nutricionais de plantas inteiras. As necessidades consideradas ideais variam 

amplamente entre os genótipos das plantas e sistemas de cultura (WILLIAMS, 

1993). 

Duranto o cultivo in vitro de determinadas espécies, são encontradas 

algumas alterações na capacidade regenerativa da planta. A causa pode estar 

no uso de um meio de cultura inadequado para essa cultura, na falta ou 

excesso de algum nutriente. Para a cultura in vitro de mogno, existem alguns 

trabalhos que relatam a necessidade de modificações na composição do meio 

de cultivo ou a utilização de meios alternativos ao meio MS. Como exemplo, 

Lee e Rao (1988) relataram a modificação da concentração de nitrato de 

amônio do meio MS de 1,65 para 2 g.L-1. Maruyama e Ishii (1997) utilizaram o 

meio WPM na fase de indução e multiplicação dos brotos axilares. Um grupo 

Japonês (Patent nº JP09019229) relatou em uma patente que foram utilizados 

os meios B5 (GAMBORG et al., 1968) e MS com as concentrações de sais 

originais e modificadas. Valverde-Cerdas et al. (1998), utilizaram o meio MS 

mas com a concentração de sais reduzida à metade. Schottz et al. (2007), ao 

tentarem estabelecer um protocolo de multiplicação in vitro de brotações 

axilares e reduzir ou eliminar a clorose foliar, utilizaram vários meios de cultura, 

como WPM, QL, B5 e MS, esse último com várias diluições. Esses autores 

relataram que o tamanho das brotações formadas era pequeno e a clorose 

foliar presente na cultura.  

Dentre os nutrientes minerais utilizados está o cálcio (Ca). A maior parte 

das funções realizadas por esse elemento está associada à manutenção da 

estabilidade da membrana, à estabilidade da parede celular e, 

consequentemente, o Ca2+ é essencial para a absorção seletiva de íons 

(MARENCO e LOPES, 2009). O Ca2+, por estar presente na estrutura da 
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parede celular, tem uma baixa mobilidade; por isso, quando a planta está em 

deficiência, os sintomas aparecem nas folhas novas (PRADO, 2008). O íon Cl- 

é essencial na fotossíntese via regulação estomática. Esse elemento possui 

uma grande mobilidade na planta e os sintomas de deficiência não são fáceis 

de identificar e os mais comuns consistem na redução do tamanho da folha e 

clorose (VITTI et al., 2006). A necrose apical está relacionada com diversos 

fatores, dentre eles o cálcio e o boro, e para este existem numerosas 

referências bibliográficas onde o aumento da concentração de Ca no meio de 

cultura tende a aliviar a incidência da necrose apical em inúmeras espécies 

(GARCIA et al., 2011). Em mogno, a clorose foliar já foi relatada por Schottz et 

al. (2007), no entanto sem a ocorrência de necrose. 

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo comparar dois meios de 

cultura (MS e SH) na multiplicação in vitro, variando somente as concentrações 

de cloreto de cálcio, testar os reguladores BAP e 2-iP e, em um segundo 

experimento, induzir a formação de brotações axilares em meios contendo 

diferentes concentrações de CIN associada a BAP.  

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Micropropagação 

de Plantas, do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, do Setor de 

Ciências Agrárias da Universidade Federal do Paraná. 

 

4.2.1 Material vegetal 

 

As sementes de mogno (Swietenia macrophylla King) utilizadas foram 

fornecidas pela Embrapa Florestas e coletadas na cidade de Vilhena, 

Rondônia. 

As sementes passaram por um pré-tratamento em solução a 2% de 

tiofanato-metílico por 40 min sob agitação constante. Em câmara de fluxo 
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laminar, realizou-se um processo de assepsia em etanol 70% com 0,1% de 

Tween 20®, logo após foram desinfestadas com uma solução de hipoclorito de 

sódio a 2,5% por 30 min e, pra finalizar, submetidas a três lavagens em água 

estéril para a remoção de traços das soluções desinfestantes. A semeadura foi 

realizada em câmara de fluxo laminar e as sementes foram inoculadas em 

frascos contendo 40 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) semi-

sólido. 

Após 30 dias da germinação in vitro, os explantes foram excisados. 

Foram utilizados segmentos nodais de plântulas de S. macrophylla de 1 cm 

contendo de 1 a 2 nós. Foram cultivados em meios de cultura suplementados 

com regulador vegetal, conforme descrito abaixo nos itens 4.2.3 e 4.2.4, 

visando induzir o crescimento e a proliferação das gemas.  

 

 

4.2.2 Condições de cultura in vitro 
 

Todas as culturas foram mantidas em sala climatizada, equipada com 

lâmpadas fluorescentes do tipo “luz do dia”, com irradiância de 37 µmol. m-2.s-1, 

fotoperíodo de 16 horas e temperatura de 25 ± 2° C. 

 

 

4.2.3 Efeito de diferentes combinações de cinetina e BAP na multiplicação in 
vitro de Swietenia macrophylla King 
 

Foram utilizados segmentos nodais com o ápice de S. macrophylla, 

originados de plântulas germinadas in vitro em meio de cultura MS, com 30 

dias de idade. Os tratamentos foram constituídos de meio MS com 30 g.L-1 de 

sacarose e 6 g.L-1 de ágar (Vetec ®), acrescido de diferentes concentrações de 

CIN (cinetina): 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 µM combinada com 5 µM de BAP. Após 

30 dias de cultivo in vitro foi avaliado o número de brotos, a massa fresca dos 

brotos, a porcentagem de oxidação e contaminação. 
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4.2.4 Efeito de diferentes concentrações de CaCl2 na multiplicação in vitro de 
Swietenia macrophylla King 

 

Foram utilizados segmentos nodais de Swietenia macrophylla, 

originados de plântulas germinadas in vitro em meio de cultura MS, com 30 

dias de idade. Os tratamentos foram constituídos dos meios salinos MS e SH 

(SCHENK e HILDEBRANT, 1972), com 30 g.L-1 de sacarose e 6 g.L-1 de ágar 

(Vetec ®) (Anexo 1), suplementados com vitaminas e compostos orgânicos do 

meio MS, 2,5 µM de BAP e 2,2 µM de 2–iP (adaptação de Schottz et al., 2007). 

O pH foi ajustado para 5.8 antes da autoclavagem a 120°C por 20 min. Os 

tratamentos consistiram em modificações da concentração de cloreto de cálcio 

(CaCl2) dos meios MS e SH, conforme descrito na Tabela 6. O tratamento 

controle foi constituído da concentração normal de CaCl2 de cada meio. Após 

30 dias de cultivo in vitro foram avaliados o número de brotos e a massa fresca 

dos brotos. 

 

TABELA 6 - CONCENTRAÇÕES DE CaCl2 UTILIZADAS PARA A INDUÇÃO  
DE BROTAÇÕES AXILARES DE Swietenia macrophylla. 

Concentração de CaCl2 (mg.L-1) 

Meio SH Meio MS 

0 0 

100 220 

200* 440* 

400 880 

*Tratamento controle. 
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4.2.5 Delineamento experimental e análise estatística 
 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado 

com 10 repetições (frascos) por tratamento e 5 explantes por frasco. Os 

experimentos foram repetidos 3 vezes e feita a média. 

As médias foram submetidas à análise de variância (ANOVA) e 

comparação de médias pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância. Foi 

utilizado o programa estatístico Assistat®. 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1 Efeito de diferentes concentrações de citocininas na multiplicação in vitro 
de Swietenia macrophylla King 

 Em todos os tratamentos deste ensaio, a combinação das citocininas 

BAP e CIN não foi eficiente para a formação e desenvolvimento de brotações 

axilares em segmentos nodais de mogno. Houve uma intensa oxidação ou a 

brotação era pouco alongada, e, por consequência, houve a morte de 90% dos 

explantes e os que foram emitidos, por causa do tamanho reduzido, não 

permitiram a excisão e o subcultivo (dados não mostrados). 

Uma das possíveis explicações é que elevadas concentrações de 

citocininas ou a combinação de duas delas, podem ter causado fitotoxidade ao 

explante, inibindo a formação de brotos. Esses resultados mostraram que o uso 

de BAP e CIN nas concentrações utilizadas inibiu a formação ou o 

desenvolvimento de brotações de mogno. 

Resultado semelhante foi observado por Mantovani et al. (1999) que, ao 

cultivarem segmentos nodais de caixeta (Didymopanax morototoni) em meio de 

cultura adicionado de 44,4 µM de BAP, observaram que as brotações não se 

desenvolveram adequadamente, gerando brotações com tamanhos menores 

que as brotações do tratamento controle. Em segmentos nodais de pau-santo 

(Kielmeyera coriacea), concentrações de BAP acima de 35,52 µM, provocaram 

a formação de brotos anormais e de menor tamanho (PINTO et al., 1994). 

Apesar de não terem sido adicionadas ao meio de cultura concentrações 
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de CIN maiores que 2,0 µM combinadas com 5,0 µM de BAP, essa 

combinação pode ter se tornado tóxica aos segmentos nodais de S. 

macrophylla, ocasionando a morte ou o desenvolvimento precário das 

brotações. De acordo com Vieira e Monteiro (2002), as citocininas estimulam o 

desenvolvimento de porções de tecido meristemático, mais especificamente 

das gemas axilares, desencadeando o crescimento e divisões celulares que 

culminam no surgimento de uma brotação. Além disso, Couto et al. (2006) 

afirmaram que o balanço entre as quantidades de citocininas exógenas e 

auxinas endógenas varia conforme o tecido utilizado como explante. 

Embora no presente estudo o subcultivo não ter sido possível e tanto as 

concentrações quanto o tipo de reguladores aqui utilizados serem diferentes, 

pode-se ver semelhanças com o trabalho de Rocha et al. (2007), que  

cultivaram segmentos nodais de canjarana (Cabralea canjerana) em meio MS 

adicionado de 2,5 µM de BAP e de 2-iP e obtiveram uma taxa de multiplicação 

relativamente baixa (1,66 brotos/explante no segundo subcultivo). Isso pode 

ser um indício de que houve uma inibição na formação de brotações causada 

pela utilização das citocininas nessa concentração no meio de cultura.  

Assim como neste estudo, Brondani et al. (2009) observaram 

recalcitrância na fase de multiplicação in vitro de um clone de Eucalyptus 

benthamii x E. dunnii. Isso evidencia a necessidade de ajustes nos protocolos 

de multiplicação in vitro para determinados genótipos que não se adaptaram às 

condições de cultivo. Bennett et al. (1994) observaram que clones de E. 

globulus apresentaram bom crescimento inicial em meio de cultura contendo 

BAP, mas esse crescimento declinou após o terceiro ou quarto subcultivo. 

Dibax (2007) também observou decréscimos da taxa de multiplicação de E. 

saligna à medida que a concentração de BAP aumentou. 

No trabalho de List et al. (1996), visando a indução da proliferação de 

gemas axilares em segmentos nodais de Melaleuca alternifolia, também foi 

estudado o efeito das citocininas BAP e CIN e da combinação destas no meio 

MS. O melhor resultado obtido foi com a concentração de 4,5 µM de BAP, este 

sendo superior ao encontrado com a utilização de CIN e esta combinada a 

BAP, onde foi possível produzir, em média, 5,57 brotações por segmento nodal 

ao final de 9 semanas de cultivo. 

Embora a BAP seja a citocinina mais utilizada na maioria dos trabalhos 
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de micropropagação para a indução de brotações, verifica-se que existem 

níveis diferentes de sensibilidade às citocininas dependendo da espécie e às 

vezes entre diferentes genótipos. As citocininas podem, também, favorecer o 

alongamento dos brotos, contudo é necessário que se adicione ao meio de 

cultura uma quantidade adequada, sendo essa particular para cada espécie. 

Esses fatos puderam ser comprovados no presente trabalho, pois a 

concentração adequada de citocinina não foi encontrada. 

 

4.3.2 Efeito de diferentes concentrações de CaCl2 e de dois meios de cultura na 
indução de brotos em segmentos nodais de S. macrophylla King. 
 

 Para a variável número de brotos, verificou-se diferença significativa 

entre os resultados, ao nível de 1%, tanto para o meio MS quanto para o meio 

SH (Anexos 11 e 12, Tabela 7). Na Tabela 7, é possível observar que na 

ausência de CaCl2 (Figura 4c, 4d),  as médias de brotações axilares formadas 

(2,1 para o meio SH e 3,7 para o meio MS) foram bem inferiores às médias 

obtidas na presença de CaCl2. 

 No tratamento controle (440 mg.L-1 no meio MS e 200 mg.L-1 no meio 

SH), as médias do número de brotos por explante não foram diferentes 

estatisticamente das obtidas nas demais concentrações (Tabela 7); no entanto, 

houve maior número de brotações(6,8 no meio SH e 7,8 no meio MS) e as 

folhas formadas eram maiores (dados não mostrados)  quando se utilizou o 

dobro da concentração normal de CaCl2 desdes meios (Figura  4a, 4b). Isso 

pode ser observado tanto para o meio MS quanto para o meio SH.  

Os meios MS e SH, dentre outros meios, acrescidos de diferentes 

concentrações de BAP e ANA foram utilizados no estabelecimento in vitro de 

segmentos nodais de sobreiro (Quercus suber L.) por Manzanera e Pardos 

(1990). Em material de origem adulta, não houve emissão de brotações quando 

utilizaram o meio MS para o estabelecimento, no entanto, ao utilizarem o meio 

SH, 18,75% dos explantes emitiram brotações. Em outro experimento, quando 

utilizaram material juvenil, houve emissão de brotações em ambos os meios, 

no meio SH foi obtida uma porcentagem superior, atingindo 41,37%, e, no meio 

MS, 39,90%. Entretanto, diferentemente do presente trabalho com mogno, 
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houve a emissão de somente um broto por explante tanto no meio SH quanto 

no meio MS. 

 Em contrapartida, o meio MS (22,6 brotos) foi melhor para a emissão de 

brotações de pinus (Pinus kesiya) quando comparado ao meio SH (15,6 

brotos), quando estes eram suplementados com 23 µM de CIN (NANDWARI et 

al., 2001). 

 

 

TABELA 7 – MÉDIA DE NÚMERO DE BROTOS FORMADOS A PARTIR DE  
  SEGMENTOS NODAIS CULTIVADOS EM MEIOS DE CULTURA  
  MS OU SH SUPLEMENTADOS COM 2,5 µM DE BAP E 2,22 µM  
  DE 2-iP E DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE CaCl2. 

TRATAMENTO Meio de cultura 

CaCl2 (mg. L-1) SH 

0 2,1 b* 

100 5,0 a 

  200** 5,1 a 

400 6,8 a 

Média Geral 4,75 

CV(%) 42,02 

CaCl2 (mg. L-1) MS 

0 3,7 b 

220  6,4 a 

440** 6,5 a 

880  7,8 a 

Média Geral 6,10 

CV(%) 36,51 

* Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. ** Tratamento controle.  CV= Coeficiente de variação 

 

 
  

Segundo Gribble et al. (2002), apesar da importância da nutrição mineral 

no crescimento de explantes in vitro, poucos estudos abordam a absorção ou a 

otimização dos meios utilizados. Como as plântulas in vitro crescem em 

condições especiais de fornecimento de nutrientes e podem não ter raízes, os 
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mecanismos de absorção mineral podem ser diferentes daqueles utilizados 

pelas plantas em condições ex vitro.  

Existem diversos trabalhos na literatura mostrando que as formulações 

de sais originais dos meios de cultura não são adequadas e precisam de 

modificações. Nandwari et al. (2001) tiveram um aumento na formação de 

brotos em pinus (Pinus kesiya) quando reduziram a concentração de 

nitrogênio, cálcio e outros sais do meio MS. Para mogno, Lee e Rao (1988) e 

Tacoronte et al. (2004) , aumentaram a concentração de nitrogênio do meio MS 

no cultivo in vitro de segmentos nodais e tiveram bons resultados. Theriou 

(1998) utilizou o meio MS para a multiplicação do porta-enxerto Mr. S 2/5 

(Prunus cerasifera), com aumento da concentração de cloreto de sódio (NaCl2) 

ou cloreto de cálcio (CaCl2) ao meio, e concluiu que a presença destes sais 

aumentou a produção de brotos in vitro, obtendo bons resultados. Nannetti e 

Pinto (1995), verificaram essa necessidade, e, além de utilizarem diferentes 

concentrações de citocininas, também acrescentaram diferentes níveis de 

nitrogênio e cálcio para o desenvolvimento de brotações de Heliconia sp. 

Para a multiplicação do porta-enxerto Mr.S. 2/5 (Prunus cerasifera) Gallo 

et al. (2011) utilizaram várias formulações salinas, dentre elas o meio SH, com 

0,5 mg L-1 de BAP e 0,01 ou 0,5 mg L-1 de AIB, e observaram que o número 

médio de brotos não diferiu estatisticamente dos demais meios utilizados.  

A presença de CaCl2 nos meios de cultura utilizados incrementou a 

massa fresca das brotações, apresentando diferenças estatísticas significativas 

(Tabela 8, Anexos 13 e 14). Para o meio SH a massa fresca obtida na ausência 

de CaCl2 foi a única que diferiu das obtidas nas demais concentrações, onde a 

média foi de 0,75 g. O mesmo não pode ser observado no meio MS, pois 

houve diferenças entre os resultados obtidos nas diferentes concentrações de 

CaCl2. Na ausência de CaCl2, o resultado diferiu estatisticamente das demais e 

também a massa fresca foi menor, 0,62 g, comparada às demais. No entanto, o 

resultado do tratamento controle (440 mg. L-1) não diferiu estatisticamente dos 

obtidos com as concentrações de 220 mg. L-1 e 880 mg. L-1. A maior média de 

massa fresca (1,63 g) obtida para o meio MS foi com a concentração de 880 

mg. L-1, entretanto, não diferiu do controle (1,45 g). 
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TABELA 8 – MÉDIA DA MASSA FRESCA DOS BROTOS FORMADOS A 

PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS CULTIVADOS EM MEIOS 
DE CULTURA MS OU SH SUPLEMENTADOS COM 2,5 µM DE  
BAP E 2,22 µM DE 2-iP E DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE 
CaCl2. 
TRATAMENTO MEIO SH 

CaCl2 (mg. L-1)  Massa fresca (g) 

0 0,75 b* 

100 1,09 a 

200  1,30 a 

400  1,38 a 

Média Geral 1,13 

CV (%) 19,42 

TRATAMENTO MEIO MS 

CaCl2 (mg. L-1)  Massa fresca (g) 

0 0,62 c 

220 1,30 b 

440  1,45 ab 

880  1,63 a 

Média Geral 1,25 

CV (%) 15,74 

* Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. CV= Coeficiente de variação 

 

 Para a variável número de folhas, diferenças estatísticas ocorreram 

entre as concentrações de CaCl2 para os dois meios utilizados (Anexos 15 e 16 

e Tabela 9). Tanto para o meio SH quanto para o meio MS houve diferenças 

somente entre os resultados obtidos no meio sem CaCl2 e nas demais 

concentrações. No meio SH houve aumento do número de folhas de acordo 

com o aumento da concentração de CaCl2. Essa tendência não pode ser 

observada para o meio MS, onde a maior média para o número de folhas foi 

obtida com a concentração normal do meio (440 mg. L-1). Pode-se observar 

ainda que, com 440 mg. L-1 (meio MS) e 400 mg. L-1 de CaCl2 (meio SH), o 

número médio de folhas diferiu pouco (4,8 e 3,98), mostrando que, apesar das 
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diferenças de composição e concentração entre os meios, essas não tiveram 

muita influência na formação de folhas.  

 

TABELA 9 – MÉDIA DO NÚMERO DE FOLHAS DOS BROTOS FORMADOS A 
PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS CULTIVADOS EM MEIOS 
DE CULTURA MS OU SH SUPLEMENTADOS COM 2,5 µM DE 
BAP E 2,22 µM DE 2-iP E DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE 
CaCl2. 

TRATAMENTO* Meio  

CaCl2(mg. L-1) SH 

0 1,06 b* 

100  2,92 a 

200  3,39 a 

400  3,98 a 

Média Geral 2,83 

CV (%) 32,72 

CaCl2 (mg. L-1) MS 

0 1,86 b 

220  4,80 a 

440  3,64 a 

880  4,30 a 

Média Geral 3,64 

CV(%) 27,52 

* Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. CV= Coeficiente de variação 

 

   

Entretanto, o que pode ser observado é que algumas folhas formadas a 

partir de brotações axilares apresentaram clorose foliar (Figura 4e, 4f). Em 

mogno, esse sintoma foi relatado por Schottz et al. (2007), que observaram 

vários graus de clorose nas folhas independente do meio utilizado. Em outra 

espécie da família Meliaceae, Melia azedarach L, Cabel (2006) também 

encontrou sintomas de clorose foliar durante a fase de multiplicação. Os 

explantes foram cultivados em meio WPM e as brotações formadas 

apresentavam-se pouco vigorosas e com crescimento lento, conforme foi 

observado com o mogno. Em Melaleuca alternifolia, Oliveira (2009) observou 
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que em todos os tratamentos, as brotações cultivadas em meio de cultura 

WPM semi-sólido ou líquido apresentaram brotações reduzidas, com folhas 

pequenas e aparência clorotica e oxidada. Esse comportamento foi observado 

em folhas de mogno (Figura 4 e, f) quandos os explantes foram cultivados nos 

meios de cultura suplementados com a maior concentração de CaCl2 (880 

mg.L-1 no meio MS e 400 mg.L-1 no meio SH). Segundo Raven et al. (2007), 

concentrações elevadas de Ca podem causar clorose foliar e reduzir o 

crescimento das plantas. 

Em ensaios anteriores, os segmentos nodais foram cultivados em meio 

MS com as concentrações dos reguladores descritas no item 4.2.4 (dados não 

mostrados) e sintomas como a necrose das folhas mais jovens e morte das 

gemas foram observadas.Tais sintomas podem ser devidos a falta de Ca, uma 

vez que esse elemento não é remobilizado na planta (VITTI et al.,  2006). Para 

evitar esses sintomas, um suplemento de Ca foi aplicado a essa cultura e os 

tratamentos comparados com um controle sem Ca.Os sintomas de clorose e 

necrose foram observados somente na ausência de CaCl2.  

Prado (2008) relata que plantas de café (Coffea arabica L.) sob 

condições de deficiência de Ca, apresentavam redução no nível de clorofila e 

de proteínas solúveis. Em tecidos deficientes em Ca, o prejuízo para a 

integridade da membrana leva ao aumento na velocidade da respiração e na 

degradação de proteínas e clorofila (TAIZ e ZEIGER, 2009). 

Foi observado que na presença de CaCl2 houve um aumento 

significativo no tamanho das folhas (dados não mostrados). Esse aumento de 

tamanho pode estar relacionado a suplementação de cálcio, uma vez que o 

elemento está associado à manutenção da estabilidade da membrana e à 

estabilidade da parede celular. Também atua como mensageiro secundário na 

célula vegetal, acoplando os sinais ambientais ao crescimento e 

desenvolvimento da planta. Isso ocorre em função do Ca poder ligar-se com a 

calmodulina e juntas poder ativar numerosas proteínas envolvidas em uma 

variedade de processos celulares, como o alongamento e a divisão celular 

(ZIELINSKI, 1998). 
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FIGURA 4 – ASPECTO DE BROTAÇÕES DE Swietenia macrophylla 
FORMADAS A PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS APÓS 30 DIAS DE 
CULTIVO in vitro. a) SEGMENTO NODAL CULTIVADO EM MEIO MS COM 
440 mg.L-1 DE CaCl2, b) EM MEIO SH COM 200 mg.L-1 DE CaCl2,, c) EM MEIO 
MS SEM CaCl2, d) EM MEIO SH SEM CaCl2, e) EM MEIO MS COM 880 mg.L-

1DE CaCl2, f) EM MEIO SH COM 400 mg.L-1DE CaCl2. BARRA: 1 CM. 
  

a b 

c 

e 

d 

f 
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4.4 CONCLUSÕES  

 

De acordo com as condições em que o presente trabalho foi realizado, 

pode-se concluir que: 

– As combinações de cinetina e BAP utilizadas nesse trabalho não 

são eficientes para a indução de brotações axilares em 

segmentos nodais de mogno. 

– Um grande número de brotações é formado quando os 

segmentos nodais são cultivados em meios MS e SH, no entanto 

não é possível realizar o subcultivo. 

– Não ha diferenças entre os resultados obtidos na indução de 

brotações axilares nos meios MS e SH. A utilização desses meios 

de cultura e a modificação das concentrações de CaCl2 desses 

meios não permitem eliminar a clorose foliar. 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 
 

 A indução de calos em explantes de mogno é possível cultivando 

segmentos de epicótilos e folhas em meio contendo várias combinações de 

TDZ e ANA.  

 A regeneração de brotações adventícias em alta frequência a partir de 

calos friáveis não é possível, nas concentrações de BAP adotadas. 

 É possível induzir o desenvolvimento de brotações axilares, mas não 

sua multiplicação in vitro, uma vez que os tratamentos adotados (combinações 

de BAP e CIN no meio MS e de BAP e 2-iP nos meios MS e SH) não permitem 

o subcultivo.   

  

 

 

 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 O uso de TDZ e ANA permitiu que 91,5% dos segmentos de epicótilo 

formassem calos friáveis aos 30 dias de cutivo in vitro. Pela coloração e 

consistência dos calos, acredita-se que sejam organogênicos. Para segmentos 

foliares, o uso de apenas TDZ foi eficiente para a formação de calos (90% dos 

explantes). Com a combinação de BAP e ANA, também foi possível obter uma 

alta porcentagem de explantes formando calos (93,3%). 

No período em que esse trabalho foi realizado, não foi possível obter 

brotações adventícias desses calos; porém, pelos resultados obtidos, acredita-

se que este trabalho tenha apontado um caminho a ser seguido e melhorado. 

 Recomenda-se que, para melhorar essa fase, façam-se testes de pré-

tratamentos dos explantes no escuro e exposição destes à várias irradiâncias 

para observar as respostas morfogenéticas. 

Recomenda-se a utilização de diferentes meios de cultura na 

organogênese, como por exemplo, os meios WPM, SH, DKW e diluições 

destes.  

Diferentes concentrações de reguladores vegetais, tanto dos já utilizados 
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com diferentes meios de cultura, idades de explantes, irradiancias, quanto 

combinações ainda não utilizadas deveriam ser testadas. 

 Recomenda-se ainda, a realização de cortes histológicos dos calos e 

brotações regeneradas para verificar se estes são morfologicamente normais e 

a partir de que estruturas dos calos os brotos são formados. 

 Para a micropropagação, se sugere que seja utilizada outra combinação 

de reguladores vegetais, de citocininas ou citocinina combinada com auxina.  

 Quanto à clorose, uma análise foliar de nutrientes seria indicada para 

verificar qual elemento está faltando ou se está em concentração inadequada, 

de maneira a poder modificar a composição do meio de cultura. 
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ANEXO 1 - COMPOSIÇÃO DOS MEIOS DE CULTURA MS E SH 

 MS (mg.L-1) SH (mg.L-1) 

Macronutrientes 

NH4NO3 1650 - 

NH4H2PO4 - 300 

KNO3 1900 2500 

KH2PO4 170 - 

CaCl2.2H2O 440 200 

MgSO4.7H2O 370 400 

Micronutrientes 

Fe2SO4.7H2O 27,80 15 

Na2 EDTA 37,30 20 

H3BO3 6,20 5 

MnSO4.4H2O 22,30 10 

ZnSO4.7H2O 8,60 1 

KI 0,83 1 

Na2MoO4.2H2O 0,25 0,1 

CoCl2.6H2O 0,025 0,1 

CuSO4.5H2O 0,025 0,2 

Substâncias orgânicas do meio MS (mg.L-1) 
Tiamina.HCl 

Piridoxina.HCl 
Acido Nicotinico 

Glicina 
Mio-inositol 

Sacarose 
 

0,1 
0,5 
0,5 
2 

100 
30000 

 

 

 

 



83 

 

ANEXO 2 - ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE BAP E TDZ EM 
COMBINAÇÃO COM ANA NA VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAÇÃO 
DE CALO A PARTIR DE EPICÓTILOS DE MOGNO. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos 7 5.54060 0.79151 16.1437 ** 
Resíduo  40 1.96118 0.04903  

Total  47 7.50177   

Média  1.09    

CV (%) 20,13    

** significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
 

ANEXO 3 – ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE BAP E TDZ EM 
COMBINAÇÃO COM ANA NA VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAÇÃO 
DE CALOS FRIÁVEIS A PARTIR DE EPICÓTILOS DE MOGNO. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos 7 1.66337 0.23762 29.7699 ** 

Resíduo  40 0.31928 0.00798  

Total  47 1.98265   

Média  0,87    

CV (%) 10,20    

** significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
 

 

 

ANEXO 4 - ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE BAP E TDZ EM 
COMBINAÇÃO COM ANA NA VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAÇÃO 
DE CALOS COMPACTOS A PARTIR DE EPICÓTILOS DE MOGNO 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos 7 5.22826 0.74689 22.9957 ** 

Resíduo  40 1.29919 0.03248  

Total  47 6.52745   

Média  0,63    

CV (%) 28,40    

** significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
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ANEXO 5 - ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE TDZ NA 
VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAÇÃO TOTAL DE CALOS A PARTIR 
DE SEGMENTOS FOLIARES DE MOGNO. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos 2 2.01740 1.00870 26.6874 ** 

Resíduo  15 0.04086 0.04086  

Total  17 2,63028   

Média  0,92    

CV 22.03    

** significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
 

 

ANEXO 6 - ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE TDZ NA 
VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAÇÃO DE CALOS COMPACTOS A 
PARTIR DE SEGMENTOS FOLIARES DE MOGNO. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos 2 0.51409 0.25704 10,7188* 

Resíduo  15 0.35971 0,02398  

Total  17 0.87379   

Média  0,71    

CV (%) 21,83    

* significativo ao nível de 5% de probabilidade de erro pelo teste F 
 
 
ANEXO 7 - ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE TDZ NA 
VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAÇÃO DE CALOS FRIÁVEIS A 
PARTIR DE SEGMENTOS FOLIARES DE MOGNO. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos 2 0.50601 0.25301 10.5496** 

Resíduo  15 0.35974 0.02398  

Total  17 0.86575   

Média  0,87    

CV (%) 17,86    

** significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
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ANEXO 8 - ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE TDZ NA 
PORCENTAGEM DE OXIDAÇÃO EM SEGMENTOS FOLIARES DE MOGNO. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos 2 1.63701 0.81896 13.7732** 

Resíduo  15 0.89190 0.05946  

Total  17 2.52982   

Média  0,44    

CV (%) 55,33    

** significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
 

 

 
ANEXO 9 - ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE BAP E ANA NA 
PORCENTAGEM DE FORMAÇÃO DE CALOS A PARTIR DE SEGMENTOS 
FOLIARES DE MOGNO. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos  3 3.64365 1.21455 26.5485 ** 
Resíduo  20 0.91497 0.04575  

Total  23 4.55862   

Média  0.79    

CV 26,95    

** significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F. 
 

 

ANEXO 10 - ANALISE DE VARIÂNCIA PARA O EFEITO DE BAP E ANA NA 
PORCENTAGEM DE OXIDAÇÃO A PARTIR DE SEGMENTOS FOLIARES DE 
MOGNO. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos  3 2.65954 0.88651 10.0122** 
Resíduo  20 1.77087 0.08854  

Total  23 4.43042   

Média  0.71    

CV 41,80    

** significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
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ANEXO 11 - ANÁLISE DE VARIÂNCIA DO EFEITO DE CONCENTRAÇÕES 
DE CaCl2 NO NÚMERO DE BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE SEGMENTOS 
NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS DE MEIOS DE CULTURA MS NA 
PRESENÇA DE 2,5 µM DE BAP E 2,2 µM DE 2-iP. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos  3 89.00000 29. 66667 5.9798* 

Resíduos 36 178.60000 4. 96111  

Total  39 267.60000   

Média  6,10    

CV 37.51    

*significativo ao nível de 5% de probabilidade de erro pelo teste F 
 

 

ANEXO 12 - ANÁLISE DE VARIÂNCIA DO EFEITO DE CONCENTRAÇÕES 
DE CaCl2 NO NÚMERO DE BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE SEGMENTOS 
NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIOS DE CULTURA SH NA 
PRESENÇA DE 2,5 µM DE BAP E 2,2 µM DE 2-iP.  

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos  3 114.10000 38. 03333 9.5481** 

Resíduos 36 143.40000 3.98333  

Total  39 257.50000   

Média  4,75    

CV 42.02    

**significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
 

 

ANEXO 13 - ANALISE DE VARIÂNCIA DO EFEITO DE CONCENTRAÇÕES 
DE CaCl2.NA MASSA FRESCA DOS BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE 
SEGMENTOS NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA 
MS NA PRESENÇA DE 2,5 µM DE BAP E COMBINADO 2,2 µM DE 2-iP. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos  3 5.87240 1. 95747 50.4653** 

Resíduos 36 1.39638 0.03879   

Total  39 7.26878   

Média  1,25    

CV 15.74    

**significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
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ANEXO 14 - ANALISE DE VARIÂNCIA DO EFEITO DE CONCENTRAÇÕES 
DE CaCl2.NA MASSA FRESCA DOS BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE 
SEGMENTOS NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA 
SH NA PRESENÇA DE 2,5 µM DE BAP E 2,2 µM DE 2-iP. 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos  3 2.31910 0. 77303 11.3150** 

Resíduos 36 2.45949 0.06832  

Total  39 4.77859   

Média  1,13    

CV 23.09    

**significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
 

 

ANEXO 15 - ANÁLISE DE VARIACIA DO EFEITO DE CONCENTRAÇÕES DE 
CaCl2 .NO NÚMERO DE FOLHAS DOS BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE 
SEGMENTOS NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA 
MS NA PRESENÇA DE 2,5 µM DE BAP E 2,2 µM DE 2-iP. 
 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos  3 50.93600 16. 97867 16.9223** 

Resíduos 36 36.12000 1.00333   

Total  39 87.05600   

Média  3,64    

CV 27.52    

**significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
 

 

ANEXO 16 - ANÁLISE DE VARIÂNCIA DO EFEITO DE CONCENTRAÇÕES 
DE CaCl2.NO NÚMERO DE FOLHAS DOS BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE 
SEGMENTOS NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA 
SH NA PRESENÇA DE 2,5 µM DE BAP E 2,2 µM DE 2-iP. 
 

F.V. G.L. S.Q Q.M. F 

Tratamentos  3 47.76875 15. 92292 18.4762** 

Resíduos 36 31.02500 0.86181  

Total  39 78.79375   

Média  2,25    

CV 28.22    

**significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F 
 


