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CALOGENESE E INDUCAO DE GEMAS AXILARES EM MOGNO
(Swietenia macrophylla King)

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi estabelecer métodos de regeneragdo de
brotacées adventicias e axilares in vitro de mogno. Segmentos de epicétilos
foram inoculados em meio MS com 0,25; 0,5 e 1,0 uM de BAP e 0,1; 0,25; 0,5;
1,0 e 1,25 uM de TDZ, ambos com 0,5 pM de ANA, e controle sem regulador.
Segmentos foliares foram cultivados em melo MS contendo 0,5; 0,75 ou 1,0 uM
de TDZ, sob irradidncia de 0,73 ymol .m2.s™" (penumbra); 0,75 pM de TDZ, sob
irradiancia de 0,73 e 37 umol.m™.s™ e 1,11; 2,22; 4,44 e 8,88 uM de BAP com
0,1 uM de ANA na penumbra, e em meio controle sem regulador. Para
regeneracao de brotacbes adventicias, calos de epicétilos cultivados em meio
MS com 1,0 uM de TDZ foram transferidos para 0 mesmo meio com 1,11; 2,22;
4,44 ou 8,88 uM de BAP na penumbra e controle sem regulador. Foram
avaliadas porcentagem de formacéo, oxidacao, consisténcia e coloragdo dos
calos e formacao de brotagdes adventicias. Calos de diferentes consisténcias e
coloragdes foram obtidos. Os calos de epicétilos cultivados na presenca de 1,0
UM de BAP eram compactos (76,4%) e, com 1,0 uM de TDZ, friaveis (91,5%).
Em explantes foliares, os melhores resultados de calogénese foram obtidos
com 0,75 uM de TDZ na penumbra, onde 90% dos explantes formaram calos e
77,8% eram friaveis. Com 4,44 uM de BAP e 0,1 uM de ANA, a porcentagem
de explantes formando calos foi de 93,3%, todos friaveis. Houve formacao de
3,33% de gemas adventicias no meio contendo 2,22 uM de BAP. Para
multiplicacdo de gemas axilares, foram utilizados segmentos nodais de
plantulas germinadas in vitro, inoculados em meio MS contendo 2,5 uM de BAP
combinada com varias concentracdes de CIN (0,25; 0,50; 1,0; 1,5 e 2,0 uM) e
controle sem regulador. Em outro experimento, foram utilizados meios MS e SH
com 2,5 uM de BAP e 2,2 PM de 2-iP com diferentes concentrag()es de CaCly
(MS: 220, 440 e 880 mg.L™", SH: 100, 200 e 400 mg.L") e um tratamento sem
CaCl,. Foram avaliados numero, massa fresca e porcentagem de oxidacao dos
brotos. No primeiro experimento, nos meios contendo varias concentragdes de
CIN combinada a BAP, houve intensa oxidacdo em 90% dos explantes e 10%
formaram brotagcdes pouco vigorosas, impossibilitando o subcultivo. No
experimento com os meios MS e SH, houve diferengas significativas para o
namero de brotos, massa fresca das brotacdes e numero de folhas. Sintomas
de clorose foliar foram observados nas maiores concentragdes de CaCl,. Em
concluséao, intensa calogénese foi obtida em ambos os tipos de explantes, na
presenca de difeentes concentracdes de TDZ ou BAP, combinadas ou ndo com
ANA; a regeneragao de gemas adventicias foi muito baixa. Houve a formagao
de calos somente na penumbra. Apesar do elevado numero de brotos axilares
obtidos nos tratamentos com CacCl,, estes, quando subcultivados em mesmo
meio de origem, sofreram intensa oxidagdo, impossibilitando o subcultivo.
Portanto, nao foi possivel estabelecer um método eficiente de multiplicagao de
brotacdes axilares.

Palavras-chave: brotacées axilares, CaCl,, 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 uM BAP and 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 and 1.25
UM TDZ, both along with 0.5 uM NAA and a control without growth regulators.
Leaves were cultivated in MS medium with 0, 0.5, 0.75 and 1.0 uM TDZ under
an irradiance of 0.73 umol m2.s-', 0.75 uM TDZ under an irradiance of 0.73 and
37 pmol m?s-" and 0, 1.11, 2.22, 4.44 and 8.88 pM BAP with 0.1 uM NAA
under an irradiance of 0,73 umol m?.s-'. In order to regenerate adventitious
shoots, callus originated from epicotyl explants, initially cultivated in 1.0 uM
TDZ, were transferred to medium supplemented with 0, 1.11, 2.22, 4.44 and
8.88 uM 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 uM BAP were compact (76.4%) and with
1.0 uM TDZ most of them were friable (91.5%). The best results were obtained
with 0.75 pM TDZ under low light irradiance, 90% of production of callus, of
which 77.8% were friable. With 4.44 uM BAP and 0.1 uM NAA the percentage
of friable callus was 93.3%. Two adventitious buds were obtained (3.33%) with
2.22 uyM BAP. For induction of axillary shoots, nodal segments from in vitro
cultivated plants were inoculated in MS medium with 2.5 uM BAP combined
with the following concentrations of KIN: 0.25, 0.50, 1.0, 1.5 and 2.0 uM. In
another experiment, MS and SH media were used with 2.5 uM BAP and 2.2 uM
2-iP with modification of CaCl, 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 CaCl, 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
CaCl,. Despite the great number of axillary shoots obtained in CaCl; 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, CaCl,, chlorosis, mahogany.
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1 INTRODUGCAO GERAL

A madeira do mogno é hoje uma as mais valorizadas
internacionalmente, podendo alcancar US$ 850,00 o metro cubico, sendo
considerada por muitos a mais importante espécie florestal explorada na regiao
amazénica (MIRANDA e MIRANDA, 2000). Entretanto, o Brasil ainda é
considerado um pais ecologicamente vulneravel. No balango de 2002, o pais
mostrou recordes nada invejaveis. Naquele ano foi realizada a maior
apreensdo de madeiras cortadas ilegalmente em toda a histéria do Brasil, na
sua maior parte mogno, uma das espécies madeireiras mais visadas e
ameacadas (MEDEIROS et al., 2004).

O mogno tem dificuldades de se regenerar apds praticas de exploracao,
que geralmente sdo seletivas e irracionais, que dizimam diversas arvores
adultas, diminuindo assim a disponibilidade de sementes (LOPES, 2000) e
acarretando em perdas de recursos genéticos. O governo brasileiro,
reconhecendo o risco de extincdo de algumas espécies, dentre elas 0 mogno,
decretou em 2000 a Lei n? 3.559, proibindo a exploracédo e comercializacdo da
madeira da mesma.

A Unica maneira de evitar sua extincdo 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 ameacadas tem
sido indicada como estratégia de conservacao com potencial para implantar
reflorestamentos comerciais, dinamizar programas de melhoramento genético e
desenvolver técnicas de controle silvicultural (MEDEIROS et al., 2004). No
entanto, pesquisadores vém encontrando diversas dificuldades em estabelecer
procedimentos para obter um protocolo eficiente de propagacédo 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 viavel como ferramenta
para a propagacao de espécies de interesse econémico como 0 mogno, pois
por meio desta é possivel a obtencdo de altas taxas de multiplicagdo em
espaco e tempo reduzido quando comparado as técnicas convencionais de
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propagacao, pois segundo Albarran et al. (1997), a aplicacao de técnicas de
biotecnologia vegetal pode contribuir para a propagacao in vitro do mogno
guando emprega-se a organogénese ou embriogénese somatica.

Perante o exposto, o0 objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo
de regeneracao indireta de gemas adventicias a partir de epicétilos e folhas, e
de inducdo de gemas axilares a partir de segmentos nodais de plantulas
cultivadas in vitro, visando a indugéo de brotagées multiplas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERAGCOES GERAIS SOBRE A ESPECIE

O mogno (Swietenia macrophylla King) pertence a familia Meliaceae, é
uma espécie de grande importancia econémica devido a sua madeira, que é
duravel e muito apreciada para a fabricagdo de moéveis de luxo e artigos de
decoracdo. E uma espécie helidfita 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 € parda avermelhada escura. As
folhas do mogno sdo compostas, (Figura 1b) e os frutos sdo grandes e
lenhosos, com cerca de 12 a 18 cm de comprimento. As sementes sédo aladas
e a quantidade pode variar entre 45 e 60 (LORENZI, 1996). A germinacgao é
hipdgea e criptocotiledonar (ALVARENGA e FLORES, 1988)

A madeira do mogno é considerada moderadamente pesada, variando
de 0,55 a 0,70 g.cm®. A coloragdo do cerne varia do castanho avermelhado a
castanho escuro. O cheiro é bastante caracteristico, o gosto é amargo, a
superficie possui um brilho bastante caracteristico e, geralmente, é lisa ao tato
(GASPARETTO, 1998). Devido as caracteristicas fisicas da madeira, o
manuseio é facil e bastante apreciado na fabricacado de moéveis finos, trabalhos
arquiteténicos, ornamentagbes e na fabricacdo de instrumentos musicais,
principalmente o piano (HOLDRIDGE, 1973).

A area de ocorréncia do mogno inicia-se na Peninsula de Yucatan no
México (latitude de 23° N), passando pela Costa Atlantica da América Central,
até o sul da Amazobnia através da Venezuela, Colémbia, Equador, Peru, Bolivia
e a porcao oriental da Amazodnia brasileira (latitude maxima 18° S) (LAMB,
1966; PENNINGTON et al., 1981; COLON, 1994). Sua populagdo no Brasil é
superior a de todos esses paises combinados, sendo da ordem de 74% da
populacdo da espécie (COLON, 1994). Existem trés espécies de mogno,
Swietenia macrophylla, S. mahogani e S. humili, sendo que S. macrophylla tem
predominancia absoluta na area de ocorréncia. Recebe varias denominacoes
como caoba na Espanha, Peru e Porto Rico, mara na Bolivia, mahogany nos
paises de lingua inglesa, aguano ou mogno no Brasil e acajou na Franca
(LAMB, 1966).
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No Brasil, a zona de ocorréncia natural do mogno € o sul da Amazénia,
cobrindo cerca de 1,5 milhdo de km?. Essa zona estende-se do centro leste do
Para, passando pelo sul do Estado, noroeste do Tocantins, noroeste de Mato
Grosso, sudeste do Amazonas até a maior parte de Rondénia e Acre (LAMB,
1966; BARROS, 1992) (Figura 2).

Por possuir substancias tanantes, no Acre, a casca do mogno € usada,
como tintura de roupas e em curtume (DEUS et al., 1993). A arvore também é
muito ornamental, podendo ser usada, com sucesso, na arborizacao de
parques e de grandes jardins (LORENZI, 1992). O mogno tem sido utilizado na
arborizacao urbana de Brasilia, DF, (WALTER e SALLES, 2000) e de Manaus,
AM, (PRANCE e SILVA, 1975).

) U \ s

FIGURA 1 — Swietenia macrophylla: a) INDIVIDUO ADULTO EM AMBIENTE
NATURAL, b) ASPECTO DAS FOLHAS, c) FRUTOS IMATURQOS, d) FRUTOS
MADUROS E e) SEMENTES ALADAS RETIRADAS DO FRUTO.
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FIGURA 2 - ZONAS DE OCORRENCIA DO MOGNO NA AMERICA DO SUL.
Fonte: GROGAN, 2002.

2.2 GERMINACAO DE SEMENTES DE MOGNO

A germinagdo das sementes de mogno ocorre rapidamente no sub-
bosque, ap6s o inicio da estacdao chuvosa (MORRIS et al.,, 2000). A
regeneracao natural de mogno ocorre tanto em pastagens abandonadas
quanto em Florestas Secudarias (GERHARDT e FREDREKSSON, 1995).
Entretanto, pode ocorrer atraso na germinagcdo em ambientes secos, como as
clareiras criadas por disturbios (GROGAN, 2001). No entanto, o conhecimento
sobre a taxa e o padrdao anual de producao de fruto em arvores e populagdes
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 producao
de fruto é muito baixa, ou seja, nem toda arvore de grande porte produz fruto
abundante e algumas das arvores de porte médio estdo entre os individuos
mais fecundos. Assim, a producdo interanual varia largamente no mesmo
individuo, bem como entre as popula¢cdes de mogno.

A longevidade da semente é outra questdo que deve ser destacada pois
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sob uma armazemagem inadequada o poder germinativo a semente diminui ou
esta se torna inviavel. De acordo com Vianna (1943) a questdoda longevidade
da semente de mogno ja foi objeto de estudo de alguns pesquisadores.
Marrero (1943) recomenda o armazenamento das sementas da espécie a
baixas temperaturas, para a conservacao da viabilidade da semente por mais
de 3 meses e atéum ano. Vivekanandan (1978) verificou que as sementes
perdem rapidamente a viabilidade quando armazenadas a 30°C e recomenda
que elas sejam colocadas em sacs plasticos, com temperatura de 15°C, para a
conservacao da viabilidade por um periodo bastante longo.

Na germinacao de sementes de mogno in vitro, encontra-se na literatura
divergéncia quanto a porcentagem de germinacgao, concentracdo de hipoclorito
de sédio e tempo de exposicao ao agente desinfestante.

Kalil Filho et al. (2000) obtiveram até 100% de germinacdo quando as
sementes foram desinfestadas com 1% de hipoclorito de sodio por 5 minutos e
inoculadas in vitro na auséncia de luz. Para Couto et al. (2004), a maior
porcentagem de germinacdo (48%) foi obtida quando as sementes foram
desinfestadas em solucao de 2,5% de hipoclorito de sddio por um periodo de
30 minutos, e colocadas em contato com o meio com concavidade voltada para
baixo. Ja Lameira et al. (2006) concluiram que sementes de mogno tem uma
germinagcao rapida, levando apenas 6 dias para germinar. Esses autores
também verificaram que o melhor substrato para a germinagéo in vitro foi a

vermiculita, em temperatura de 25 °C e na auséncia de luz.

2.3 PROPAGACAO VEGETATIVA DE MOGNO

Tem-se buscado alternativas para estabelecer metodologias eficientes
tanto para a conservacdo da espécie quanto para a reproducdo de
germoplasma de qualidade superior. A primeira alternativa foi tentar
desenvolver métodos para a propagacao vegetativa da espécie. Dentre os
métodos de propagacao vegetativa recomendados para espécies tropicais para
producdo de madeira, destaca-se o0 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 MICROPROPAGACAO

Esta técnica se baseia na proliferacdo de gemas pré-formadas,
reproduzindo in vitro um fendbmeno natural, levando a um sistema com grande
facilidade de controle, além de possibilitar fidelidade genética muito alta. As
gemas pré-formadas, pelo fato de possuirem determinagao para o crescimento
vegetativo, se satisfeitas as necessidades nutricionais, irdo se desenvolver
naturalmente em plantas. De forma geral, este sistema de micropropagacao é
mais simples que outros dois sistemas, além de a propagacao ser
relativamente rapida e as plantas resultantes desse processo apresentarem
bom crescimento, provavelmente devido ao rejuvenescimento promovido por
sucessivos subcultivos do material.

A micropropagacao pela proliferacdo de gemas axilares constitui-se num
sistema de propagacao in vitro, que compreende as fases de iniciacdo e
estabelecimento da cultura in vitro, multiplicacdo e alongamento, enraizamento
e a aclimatacao ex vitro. Para as espécies lenhosas, entre os meios de cultura
basicos mais utilizados nas diferentes fases da propagacao in vitro estdo 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 0 WPM (LLOYD e McCOWN, 1981).

Entre as aplicacbes da propagacao in vitro pela micropropagacdo na
area florestal, destacam-se aquelas relacionadas com a: (1) conservacao de
germoplasma in vitro; (2) aceleragdo dos programas de melhoramento pela
multiplicacdo de clones superiores, visando a producdo de mudas, ao
rejuvenescimento de clones selecionados e ao potencial de obtengcdo de
sementes sintéticas (embrides somaticos); (3) limpeza clonal, na obtencao de
culturas livres de microrganismos patogénicos, visando atender a demanda por
um processo de propagacao clonal sustentavel; (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 biotecnolégicas,
como a transformacao genética (PENCHEL et al., 2007; XAVIER et al., 2009).

Em vista da potencialidade da aplicacdo das técnicas de propagacao in
vitro em espécies florestais, inumeros trabalhos tém sido desenvolvidos no
intuito de tornar esta tecnologia acessivel e economicamente viavel. No
entanto, algumas desvantagens e dificuldades deste processo podem ser
enumeradas, como o0 alto investimento em instalagcbes e treinamento de
pessoal, a necessidade de desenvolvimento de protocolos diferenciados para
diferentes espécies ou grupos de clones, a recalcitrAncia das culturas a
propagacao in vitro de espécies lenhosas e 0s riscos da contaminacao
acidental das culturas por microrganismos (Xavier et al. 2007). Além desses
fatores, devido ao fato de as espécies florestais serem relativamente pouco
domesticadas, avangos biotecnolégicos relativos a propagacéo in vitro tém sido
pouco expressivos, se comparados com outras culturas de expressao agricola;
entretanto, € reconhecido o grande potencial de impacto da utilizacdo desta
biotecnologia na silvicultura clonal e na industria 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
substancias essenciais para o crescimento dos tecidos, suprindo as
necessidades metabdlicas, energéticas e estruturais das células (CALDAS et
al., 1998). Sado 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 organicos cuja
principal funcao é servir de fonte de nitrogénio (CALDAS et al., 1998).

Especialmente nos estudos de nutrigdo, o cultivo in vifro é muito
apropriado, pois como as plantas sédo cultivadas em condicbes assépticas, é
possivel 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, sdo baseados em formulagbes basicas modificadas (KANASHIRO,
2005).

Segundo Naves (2001), a escolha de um meio de cultura ideal e uma
concentracdo 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 balangco entre nitrogénio, fésforo e calcio é
essencial para a morfogénese e para o crescimento das plantas (RAMAGE e
WILLIAMS, 2002).

Durante o cultivo in vitro, as solugdes de sais e agucares que compdem
0 meio de cultura ndo exercem somente um efeito puramente nutritivo, mas
também influenciam o crescimento celular e a morfogénese por meio de
propriedades osmoéticas (GEORGE, 1996).

Os hormoénios podem ser definidos como substancias de origem natural
(hormdnios vegetais) ou sintética (reguladores vegetais), adicionadas ao meio
de cultura, com a finalidade de induzir modificagdes nos padrées de
crescimento e desenvolvimento do explante (TERMIGNONI, 2005). Dessa
forma, a adicdo de reguladores ao meio supre provaveis deficiéncias das
quantidades de horménios nos explantes retirados da planta mae, induzindo os
processos de desdiferenciacao e rediferenciagdo, com consequente formacao
de tecidos e 6rgaos.

O crescimento e o0 padrao de desenvolvimento da maior parte dos
cultivos in vitro estdo diretamente relacionados com a composi¢cdo do meio € a
concentracdo dos reguladores vegetais presentes no meio (CORDEIRO et al.,
2004). A utilizacao das citocininas é indispensavel a divisdo celular, superacao
da dominéancia apical, inducao e proliferacdo de gemas axilares e diferenciacao
de gemas adventicias. As citocininas de ocorréncia natural sdo encontradas
como moléculas livres, ndo ligadas a nenhuma macromolécula. A sintese
ocorre nas raizes, em embrides em desenvolvimento e em tecidos de galha da
coroa (RODRIGUES e LEITE, 2004). Muitos compostos quimicos com
atividade citocininica tem sido sintetizados e testados. A maioria possui uma
substituicio do N°® da aminopurina (adenina), como 6-benzilaminopurina e
cinetina que sao 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
inducdo da divisdo e diferenciacdo celular. Atuam na expansdao e no
alongamento celular (GEORGE, 1996) e possuem maior aplicacao na formagao
de raizes e calos (PASQUAL, 2001).

O tipo e a concentracao dessas substancias influenciam a multiplicacao
in vitro. Tanto para as citocininas quanto para as auxinas, normalmente, a faixa
de concentracdo mais indicada fica entre 0,5 € 5,0 mg L (MORALES et al.,
1999). Outros fatores, como tipo, tamanho do explante e meio de cultura
também podem influenciar a resposta morfogénica (GASPAR et al., 1996;
MOREIRA-DIAS et al., 2001).

2.6 CALOGENESE E DIFERENCIAGAO

Um calo consiste de uma massa desorganizada de células parcialmente
diferenciadas que variam quanto ao tipo, tamanho, conteldo e espessura da
parede celular. Traqueideos, células parenquimaticas, tecido cambial e
periderme podem ser formados durante a calogénese (NARAYANASWAMY,
1977). Geralmente um calo é formado a partir de explantes de raizes, de folhas
ou de caule. Ao utilizar a técnica de cultura de tecidos, a formagao de calos
pode ser induzida em varios tecidos ou Orgaos de plantas que nao sao
usualmente responsaveis pelo desenvolvimento de calos (STREET, 1969).
Skoog e Miller (1957) demonstraram que a formagao de dois 6rgaos in vitro,
caules e raizes, era controlada pelas concentracdes relativas entre auxina e
citocinina. Meios de cultura contendo um balanco auxina/ citocinina favoravel a
auxina promoveram a formacdo de raizes em calo de tabaco (Nicotiana
tabacum). De modo inverso, balancos hormonais favoraveis a citocinina
fizeram com que fossem formadas gemas caulinares. Finalmente, balancos
hormonais intermediarios ndo levaram a uma diferenciagéo das células e sim a

uma maior multiplicacdo delas e consequente crescimento do calo.

2.7 CULTURA DE TECIDOS DE MOGNO

Para a obtencdo de plantas de mogno mediante processos de
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micropropagacgao, o tipo do explante, a concentracdo dos reguladores e a
eficiéncia dos procedimentos de assepsia sdo considerados elementares para
0 inicio 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 brotacdes adventicias a
partir de segmentos de epicétilo com a utilizacao de 8,88 uM de BAP. Um ano
mais tarde, para os autores Maruyama et al. (1989) a obtencao de brotacdes
multiplas foi possivel com a utilizacdo de segmentos nodais cultivados em meio
BTM suplementado com 8,88 uM de BAP.

Na organogénese de mogno, Valverde-Cerdas et al. (1998), cultivaram
segmentos de epicétilo em meio MS com a concentracao de sais reduzida pela
metade e suplementado com 44,4 uM de BAP e obtiveram uma média de
formacao de brotacdes adventicias de 2,6 por calo Rocha e Quoirin (2004)
observaram a maior porcentagem (70%) de explantes foliares com calos na
presenca de 4,7 uM de CIN e 0,54 uM de ANA. Ja Couto et al. (2006) a
obtencao de calos em segmentos de epicétilo foi possivel, em alta frequéncia,
em meio contendo a combinagéo de dois reguladores, 2,22 uM de BAP e 2,68
UM de ANA, 4,44 uM de BAP e 1,34 uM de ANA ou 4,44 uM de BAP e 2,68 uM
de ANA. Houve diferencas de intensidade, textura e coloragdo em fungédo do
tipo e concentracédo dos reguladores vegetais utilizados.

Com relacdo a micropropagacao da espécie, Albarran et al. (1997)
indicam que no cultivo in vitro de segmentos nodais em meio MS com 50% dos
sais, contendo 8,87 uM de BAP e 11,42 uyM de AIA, somente 10% dos
explantes desenvolveram gemas axilares. Os reguladores de crescimento
utilizados e suas concentragdes foram decisivos na obtencdo da morfogénese.
Segundo esses autores, a aplicacdo da biotecnologia vegetal pode contribuir
com vantagens para a propagacdo massal de mogno in vitro, onde a
organogénese e a embriogénese somatica tém grande aplicacdo. Lameira et al.
(2005) cultivaram segmentos nodais em meio MS suplementado com 13,32
UM de BAP e 5,37 uM de ANA e obtiveram um numero médio de brotos de 2,6
e uma taxa de enraizamento de 85% com a utilizagcdo de 21,48 uM de ANA.
Schottz et al (2007) que a melhor taxa de multiplicacao foi obtida com a
utilizacao de 2,2 uM de 2-iP combinado com 18,51 uM de BAP em meio MS.
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3. CALOGENESE E ) ORGANOGENESE INDIRETA A PARTIR DE
SEGMENTOS DE EPICOTILOS E FOLHAS DE PLANTULAS GERMINADAS
in vitro DE Swietenia macrophylla KING

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de regeneracao indireta
de brotagdes adventicias para mogno. Segmentos de epicétilos foram
inoculados em meio MS suplementado com 0,25; 0,5 e 1,0 uM de BAP e 0,1;
0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 pM de TDZ, ambos combinados com 0,5 uM 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 uM de TDZ, sob irradiancia
de 0,73 umol.m?.s™(penumbra); 0,75 pM de TDZ sob irradiancia de 0,73 e 37
umol.m®.s'e 1,11;2,22; 4,44 e 8,88 uM de BAP adicionado de 0,1 pM de ANA
na penumbra, assim como em meio controle sem regulador. Para a
regeneracao de brotacées adventicias, foram utilizados calos formados em
explantes de epicaétilos cultivados em meio MS adicionado de 1,0 uM de TDZ,
transferidos para o mesmo meio basico com 1,11; 2,22; 4,44 ou 8,88 uM de
BAP e cultivados na penumbra. O tratamento controle ndo continha regulador.
Apos 30 dias de cultivo, calos de diferentes consisténcias e coloragdes foram
obtidos. Calos formados a partir de epicétilos cultivados na presenca de 1,0 uM
de BAP eram em sua maioria compactos (76,4%) e, na presenca de 1,0 uM de
TDZ, eram fridveis (91,5%). Em explantes foliares, os melhores resultados
foram obtidos na presenca de 0,75 uM de TDZ no escuro, onde 90% dos
explantes formaram calos e 77,8% destes eram fridveis. Na presenca de 4,44
UM de BAP e 0,1 uM de ANA, a porcentagem de explantes formando calos foi
de 93,3% e todos eram friaveis. Houve formacédo de 2 gemas (3,33%) apéds
transferéncia para meio contendo 2,22 uM de BAP. Em conclusédo, a
calogénese foi obtida em ambos os tipos de explante, segmentos foliares e
epicétilos, variando conforme a concentracdo de TDZ ou de BAP, combinadas
ou ndao com ANA. Houve formagédo de calos somente na penumbra. A
organogénese 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 uM BAP and 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 and 1.25 uM TDZ, both
with 0.5 uM NAA and a control without growth regulators. Leaf segments were
cultivated in MS medium with 0, 0.5, 0.75 and 1.0 uM TDZ under an irradiance
of 0.73 umol m2.s™, with 0.75 pM TDZ under an irradiance of 0.73 and 37 pmol
m?s™'; and 0, 1.11, 2.22, 4.44 and 8.88 pM BAP supplemented with 0.1 pM
NAA under an irradiance of 0,73 pmol m?s'. In order to regenerate
adventitious shoots, calluses originated from epicotyls initially cultivated in 1.0
UM TDZ were transferred into MS medium supplemented with 1.11, 2.22, 4.44
and 8.88 uM 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 uM BAP were compact (76.4%) and those on 1.0 pM TDZ mostly
friable (91.5%). The best results were obtained with 0.75 uM TDZ under low
irradiance: 90% of explants produced callus, of which 77.8% were friable. With
4.44 uM BAP and 0.1 pM ANA the percentage of friable callus was of 93.3%.
Two adventitious buds (3.33%) were formed on medium containing 2.22 yM
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 INTRODUGAO

A cultura de tecidos é considerada uma das técnicas mais importantes
para a propagacao de espécies lenhosas e nas Ultimas décadas vem sendo
utilizada com sucesso (LANDA et al., 2000). A organogénese pode ser feita por
via direta ou indireta; esta ultima, pela formacédo de calos, é considerada de
grande potencial para a propagacdao em massa (PIERIK, 1987; LANDA et al.,
2000).

A morfogénese é a consequéncia da integracao entre os processos de
divisdo e diferenciacdo celular. Os genes responsaveis pela diferenciacdo de
tecidos e o6rgdos se localizam nas células somaticas e, sob condicbes
adequadas de cultivo, sao expressos (GUERRA et al.,, 1998). A atividade e
expressdao morfogenética de certos genes podem seguir diferentes rotas:
organogénese, calogénese ou embriogénese somatica, sendo o controle da
morfogénese realizado por fatores internos, como caracteristicas genotipicas e
condigdes fisiologicas, e fatores externos, a exemplo dos meios de cultura e
reguladores vegetais (TRAN THANH VAN, 1980).

Diferencas significativas na capacidade organogenética in vitro podem
ser encontradas ao se variar a composi¢ao nutricional do meio de cultura. No
entanto, os componentes mais otimizados em meios de cultura sao os
reguladores (PERES, 2000), particularmente o balanco entre auxina e
citocinina (HANDRO e FLOH, 1990). Meios de cultura contendo um balanco
auxina/citocinina favoravel a auxina promovem a formagao de raizes, enquanto
que balancos hormonais favoraveis a citocinina fazem com que se formem
gemas adventicias e finalmente, balangos hormonais intermediarios ndo levam
a uma diferenciagdo das células e sim a uma multiplicagdo delas e em
consequéncia a formacao de calos (SKOOG e MILLER, 1957).

Em algumas espécies, a inducao de calos é possivel apenas com 2,4-D,
enquanto outras necessitam da combinacao de diferentes reguladores, como
AIA, BAP e ANA (NEWMAN et al., 1996). Huetteman e Preece (1993) citam o
TDZ como um indutor para formacao de calos em concentracbes iguais ou
maiores que 1,0 uM. WILHELM (1999) indica que concentragdes mais altas

dessa citocinina proporcionam a producao de calos mais volumosos.
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Na organogénese in vitro, sdo varios os fatores que afetam a
regeneracao, entre 0s 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 regeneracdo de plantas lenhosas via calogénese, os explantes mais
utilizados sao as folhas e entren6s de plantas que se desenvolveram in vitro
(DE BONDT et al., 1996). Apesar de grandes avancos das técnicas de cultura
de tecidos, o estabelecimento de protocolos que estimulem a organogénese
e/ou embriogénese em plantas lenhosas € muito limitado, fato que se deve a
recalcitrancia da maioria dessas espécies, como por exemplo o mogno. Em
muitas espécies lenhosas, estas técnicas tém permitido a obtencéo de calos, a
partir dos quais é possivel obter brotagdes ou induzir respostas morfogénicas 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 calogénese e organogénese in
vitro de Swietenia macrophylla.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micropropagacao
de Plantas do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana.

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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Rondénia.

As sementes passaram por um pré-tratamento em solucédo de tiofanato-
metilico (2%) por 40 min sob agitagdo constante. Em camara de fluxo laminar,
foram esterilizadas em etanol 70% com 0,1% de Tween 20® por 1 min. Logo
apos foram desinfestadas com uma solugao de hipoclorito de sédio a 2,5% por
30 min e finalmente submetidas a trés lavagens em agua estéril para a
remocao de tracos das solugdes desinfestantes. A semeadura foi realizada em
camara 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.

Apés 30 dias da germinacao in vitro, retirou-se segmentos de epicétilo e

de folhas que foram utilizados nos experimentos descritos abaixo.

3.2.2 Condig¢6es 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 plastico de PVC, sendo
mantidas em sala climatizada, com temperatura de 25+ 2°C e irradiancia de

0,73 ou 37 pmol.m?.s™.

3.2.3 Efeito do tipo e de combinac¢des de reguladores vegetais na calogénese e
organogénese de epicotilos de Swietenia macrophylla King

Como explantes foram utilizados segmentos de epicétilos com 0,5 cm de
comprimento excisados de plantulas, conforme descrito no item 3.2.1. O meio
de cultura basico foi constituido pelos sais, vitaminas e compostos organicos
do meio MS com 30 g.L ™' de sacarose, 100mg. L™ de mio inositoln e 6 g.L" de
agar (Vetec ®). O pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120°C por
20 min. Os meios foram acrescidos de diferentes concentragées de thidiazuron
(TDZ), zeatina (ZEA) ou 6-benzilaminopurina (BAP) combinados ou ndo com
acido naftaleno acético (ANA) conforme indicado na Tabela 1. O PVP



37

(polivinilpirrolidona) foi testado somente no experimento 2. Todas as culturas
foram mantidas sob luz fluorescente do tipo “luz do dia” e irradiancia de 0,73
umol.m?.s™ (penumbra).

A cada 30 dias foram realizadas avaliacdes e transferéncias para novo
meio de cultura. Foram avaliadas: porcentagem de sobrevivéncia,
contaminacao (fungica e bacteriana), formacdo de calos, oxidagdo total e
formacao de gemas adventicias, coloracédo e consisténcia dos calos (friavel ou

compacto).

TABELA 1- EXPERIMENTOS DE FORMACAO DE CALOS EM SEGMENTOS
DE EPICOTILOS DE Swietenia macrophylla

Experimentos Reguladores vegetais e PVP
1 0;0,1;0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 yM de TDZ
2 0;0,1;0,25; 0,5, 1,0 e 1,25 uM de TDZ + 1 gL' de PVP
3 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 uM de TDZ+ 0,5 uM de ANA e

0,25;0,5 e 1,0 uM de BAP + 0,5 pM de ANA

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

3.2.4 Efeito do tipo, das concentracdes de reguladores vegetais e da irradiancia
na calogénese e organogénese de segmentos foliares de Swietenia
macrophylla King

Como explantes foram utilizados segmentos foliares com 0,25 cm? de
area, excisados de plantulas germinadas in vitro. O meio de cultura basico foi
aquele descrito em 3.2.1. Os tratamentos foram constituidos de diferentes
concentragbes de thidiazuron (TDZ) ou 6-benzilaminopurina (BAP),
combinados ou ndao com &cido naftaleno acético (ANA) e condi¢cdes de luz

conforme descrito na Tabela 2.
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TABELA 2- EXPERIMENTOS DE FORMAGCAO DE CALOS EM SEGMENTOS
FOLIARES DE Swietenia macrophylla King.

Experimentos Reguladores vegetais Irradiancia

(umol.m?.s™)

1 0;0,1;0,25;0,5;1,0e 1,25 uM de TDZ 0,73
2 0;0,5;0,75e 1,0 uM de TDZ 0,73
3 0e 0,75 uM de TDZ 0,73 e 37.
4 0;1,11; 2,22; 4,44 e 8,88 uM de BAP + 0,1 0,73
uM de ANA

3.2.5 Efeito da concentragcdo de BAP na indug¢do de brotos adventicios em
calos de Swietenia macrophylla King

Calos formados no experimento 3 da Tabela 1 (a partir de calos de
epicétilos de consisténcia friavel e coloracao creme), com 30 dias de cultivo em
meio de cultura inicial contendo 1,0 uM de TDZ + 0,5 pM de ANA, foram
transferidos para meios de regeneracao, constituido pelo meio de cultura
basico acrescido de diferentes concentracoes de BAP ( 1,11; 2,22; 4,44 e 8,88
uM). O tratamento controle foi constituido pelo meio MS sem adigdo de
reguladores. Foram cultivados sob irradiancia de 0,73 pmol.m?.s™.

3.2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 6 repeticoes (placas de Petri) por tratamento e explantes por placa. Os
experimentos foram repetidos 3 vezes e a média das repeti¢cdes foi analisada.

As médias foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e



39

comparacao de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Os
dados de porcentagem foram transformados em arcoseno Vx /100. Foi utilizado
o programa estatistico Assistat® versdo 7.6 beta atualizada (SILVA e
AZEVEDO, 2002).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito do tipo e de combinacdes de reguladores vegetais na calogénese e
organogénese de segmentos de epicétilos de Swietenia macrophylla King

Nos experimentos 1 (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,25 uM de TDZ), 2 (0,1; 0,25;
0,5; 1,0 e 1,25 uM de TDZ com PVP), e 4 (0,5; 1,0; 2,0; 3,0, 4,0 e 5,0 uM de
ZEA + 0,1 uM 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 auséncia de luz
nem a utilizacdo de antioxidantes evitaram a oxidagdo dos explantes
(WERNER, 2009). Caso semelhante foi observado por Biasi et al. (1994) que,
ao trabalharem com a propagacdo de abacateiro in vitro, relataram que os
antioxidantes (acido ascorbico ou acido citrico nas concentracdes de 100 e 200
mg L") nao foram eficientes para essa cultura.

Necrose e oxidagdo 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 variaveis analisadas, houve diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos aplicados (Anexos 2 a 4). Quando
foi combinada a auxina com as diferentes concentragdes de citocininas, nao foi
observado o aparecimento de necrose ou oxidacdo dos explantes. Os
tratamentos mais eficientes para a formacgéo de calos foram: 0,5 e 1,0 uM de
BAP e 0,25; 0,5 ¢ 1,0 uM de TDZ com 0,5 uM de ANA, conforme pode ser
observado na Tabela 3.

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

textura e consisténcia. Quando eram provenientes dos tratamentos com BAP,
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eram em sua maioria compactos e de coloracao verde e, visualmente, tinham
aspecto vitreo (Figura 3a e Tabela 3). J4 os calos dos tratamentos com TDZ
eram de coloracdo creme e as vezes marrom, extremamente fridveis e ao
observa-los em microscépio estereoscépico, continham estruturas globulares
(Figura 3b e Tabela 3).

Nesse experimento, aos 30 dias, embora o tipo de regulador tenha
influenciado a coloragdo e a consisténcia dos calos, ndo foi observada a
formagdo de brotos adventicios. Calos verdes foram obtidos em todas as
concentracbes de BAP e as percentagens nao apresentaram diferencas
significativas entre si. Embora as concentracées de 0,10; 0,25; 0,50 e 1,00 uM
de TDZ nao tenham apresentado diferengas significativas com relacdo a
formacao de calos creme, na concentracdao de 1,00 uM de TDZ os calos
formados foram mais volumosos quando comparados aos calos formados nas
demais concentracdes (dados ndo mostrados). Resultados semelhantes foram
obtidos por Alves et al. (2004), testando a regeneracdo in vitro por
organogénese a partir de explante caulinar de trés clones hibridos de
Eucalyptus grandis x E. urophylla. Esses autores obtiveram melhores
resultados de calogénese nos tratamentos com a combinagdo de TDZ e ANA
nas concentracdes de 2,27uM e 0,54 uM, respectivamente.

Os explantes do tratamento controle ndo apresentaram nem oxidacao
nem a formacao de calos e, por esse motivo, os dados correspondentes nao

foram adicionados na analise estatistica.
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TABELA3—-EFEITO DE COMBINACOES DE BAP OU TDZ E ANA
NA CALOGENESE DE EPICOTILOS DE Swietenia
macrophylla AOS 30 DIAS DE CULTIVO in vitro EM
MEIO MS SOB IRRADIANCIA DE 0,73 pmol.m®.s™,

Concentracao de Explantes Calos verdes e Calos creme e
BAP ou TDZ (M) + com calos compactos friaveis
0,5 uM ANA (%) (% dos calos) (% 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¢
1,00 BAP 91,6 a 76,4 a 23,6 c
0,10 TDZ 60,0 bc 22,7b 77,3 ab
0,25 TDZ 85,0 ab 21,7b 78,3 ab
0,50 TDZ 90,0 a 29,6 b 70,4 ab
1,00 TDZ 98,3 a 6,8 C 91,5a
1,25 TDZ 26,7 ¢ 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 ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV= Coeficiente de variacio

Calos friaveis e de coloragdo creme como o0s obtidos no presente
trabalho podem ser considerados organogenicos e, de maneira geral, podem
ser identificados pela coloracdo. Segundo Ipekci e Gozukirmizi (2005) e
Arunyanart e Chaitrayagun (2005), as porcdes translicido-brancas ou
amareladas dos calos sdo consideradas friaveis e com potencial para se
converterem em érgaos ou embrides.

Cerqueira et al. (2002) observaram que a coloragado e a consisténcia de
calos de erva-de-touro (Tridax procumbes) cultivados in vitro, dependeram
tanto da concentracdo como do tipo do regulador utilizado no meio de cultura,
sendo que a cor verde foi a predominante e esta relacionada com os
reguladores BAP e ANA. Resultado similar foi obtido no presente trabalho
onde, em todas as concentragdes de BAP utilizadas em combinagdo com ANA,
a coloragéao verde foi predominante.

Couto et al. (2006) utilizaram a mesma espécie € o0 mesmo tipo de
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explante utilizado no atual estudo e relataram que as combinagbes de 4,44 uM
de BAP e 1,34 uM de ANA, 8,88,uM de BAP e 5,37uM de ANA provocaram
formagéo de calos fridveis somente nas extremidades dos epicétilos. Almeida
(2002) realizou um trabalho para definir protocolos de regeneracdo de plantas
para as laranjas ‘Natal’, ‘Valéncia’ e ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck) e limao
‘Cravo’ (Citrus limona L. Osbeck), utilizando segmentos de epicotilo cultivados
em meio MT. Esse autor obteve melhores resultados na organogénese
utilizando 4,44 uM de BAP para laranjas e 2,22 — 5,55 uM de BAP para liméo
‘Cravo’. Apesar de no presente trabalho ter se usado concentragdes bastante
semelhantes de BAP, a regeneracado de gemas adventicias nao foi atingida.

3.3.2 Efeito do tipo, de concentracdes de reguladores vegetais e da irradiancia
na calogénese e organogénese de segmentos foliares de S. macrophyilla

No experimento 1, nas concentracdes intermediarias de TDZ (0,5 e 1,0
M), houve formacado de calos de coloracdo verde e creme e de consisténcia
compacta ou friavel (dados nao mostrados). Nas culturas onde foram utilizados
0,1; 0,25 e 1,25 uM de TDZ (dados ndao mostrados) ocorreu necrose dos
tecidos (Figura 3e), em 95 a 100% dos explantes, refletindo numa resposta
menos favoravel com relacdo a formacao de calos. Esses resultados foram a
base para a instalacdo do experimento 2 onde foi incluida a concentragdo de
0,75 uM de TDZ. No caso do guaranazeiro, mesmo com a utilizacdo de
antioxidantes no meio de cultura, a oxidagao foi um dos entraves constantes no
estabelecimento e na manutencao dos experimentos (ANGELO et al., 2010).
Esses resultados sdo compativeis com aqueles descritos por Da Silva et al.
(2008), para laranja-azeda, nos quais a utilizacdo de TDZ na auséncia de luz
provocou a morte dos explantes. No tratamento controle, ndo houve nem a
formagcdo de calos nem a necrose; 0s explantes permaneceram verdes ao

longo de 4 meses e depois desse periodo foram descartados.

No experimento 2, para todas as variaveis analisadas, observou-se
diferencas estatisticas (Tabela 4, Anexos 5 a 8). A concentracdo de TDZ na
qual houve a maior producao de calos (90%) foi de 0,75 uM. Desses calos

77,8% apresentaram coloracao creme e consisténcia friavel. Na concentragao
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de 0,5 uM de TDZ, 50% dos explantes formaram calos e destes, 60% eram de
coloragao verde e de consisténcia compacta (Figura 3c). Com 1,0 uM de TDZ,
ocorreu um decréscimo na formacao de calos (31,7%) uma vez que a maioria
dos explantes oxidou. Porém, ao contrario do que ocorreu na concentracao de
0,5 uM de TDZ, a formagéao de calos fridveis e creme foi superior (68,4%) a
formacao de calos compactos e verdes (42,1%) (Figura 3d). Essa variacao 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 CONCENTRAGAO DE THIDIAZURON (TDZ) NA
FORMAGAO DE CALOS EM SEGMENTOS FOLIARES DE
Swietenia macrophylla APOS 30 DIAS DE CULTURA in vitro EM
MEIO MS SOB IRRADIANCIA DE 0,73 umol.m?s™.

Concentracao Explantes % de calos % de calos % de
deTDZ (uM) com calos verdes e creme e necrosedos
(%) compactos friaveis explantes
0,50 50 b 60,0 a 40,0b 15,0 b*
0,75 90,0 a 22,2b 77,8 a 6,70 b
1,00 31,7b 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 ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV= Coeficiente de variacio

Em segmentos foliares de duas meliaceas exéticas, Khaya nyasica e
Toona ciliata, a maior taxa de calogénese foi obtida com as concentracdes de
0,45 pyM (37,5% e 67%) e 1,14 uM (44,5% e 67%), de TDZ (Daquinta et al.,
2003). Apesar dos autores terem utilizado concentragdes bastante semelhantes
as desse estudo, os resultados obtidos por eles foram inferiores aos do
presente ensaio, onde se utilizou 0,75 uM de TDZ e a taxa de calogénese
obtida foi de 90%. No entanto, os autores ndo relataram nem a coloragdo nem
a consisténcia dos calos obtidos.

No presente trabalho, ndo houve a diferenciacdo dos calos em gemas
adventicias, confirmando as observagdes de Huetteman e Preece (1993) de
que o aumento na concentracdo de TDZ tende a estimular a formacao de calos
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a custa do crescimento de brotos axilares e adventicios. Para esses ultimos e
de acordo com Laszloffy et al. (1992), a presenca de altas concentracbes de
citocininas no meio induz a excessiva formacado de calos em explantes de
espécies lenhosas. No caso do presente trabalho, apesar de nao terem sido
adicionadas concentracdes consideradas elevadas por muitos autores, uma
hipbtese a ser considerada, € de que a concentragdo de regulador vegetal
requerida para a formacao de calos em explantes foliares de mogno seja
menor pois, possivelmente, a concentracao endégena de hormonio éelevada .

Os resultados do experimento 2, constituiram a base para o experimento
3 em que os explantes foram submetidos a duas irradiancias distintas, 0,73 e
37 umol.m?s™. No experimento 3, os resultados foram semelhantes aos
encontrados no experimento 2, na concentragao de 0,75 uM de TDZ e 93,3%
de explantes formaram calos sob irradiancia de 0,73 umol.m?.s™ (dados n&o
mostrados). Sabe-se que a luz influi na regulacdo da morfogénese e atua como
fonte de energia para a realizacdo da fotossintese (HARTMANN e KESTER,
1990). Tanto a formacdo da parte aérea quanto da raiz € influenciada pelo
regime de luz (durante os periodos luminosos ou fotoperiodo) a que os
explantes sdo expostos. No entanto, ao expor os explantes a irradidncias
distintas, essa diferenca de luinosidade teve influéncia somente na formacao
de calos.

Castro et al. (2009) relatam que folhas sao os melhores explantes para a
inducdo de calos em barbatimao (Stryphnodendron adstringens) e que 0s
melhores resultados foram obtidos na auséncia de luz. Porém, Werner et al.
(2009) nao verificaram diferencgas significativas na porcentagem de formacao
de calos em foliolos jovens e juvenis de pau-brasil (Caesalpinia echinata)
cultivados na luz e no escuro.

No experimento 4, apés 30 dias de cultivo, observou-se diferencas
significativas entre os tratamentos, havendo uma alta taxa (93,3%) de formacéao
de calos no tratamento com 4,44 de pM de BAP combinado com 0,1 uM de
ANA (Anexos 9 e 10, Tabela 5). Em moreira (Maclura tinctoria), espécie nativa
que apresenta dificuldades de propagacao sexuada, Gomes (1999) observou
um efeito positivo da combinagcdo entre auxinas e citocininas na indugcédo de

calos em segmentos foliares.
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TABELA 5 — EFEITO DE COMBINACOES DE BAP E ANA NA FORMACAO
DE CALOS EM SEGMENTOS FOLIARES DE Swietenia macrophylla
APOS 30 DIAS DE CULTIVO EM MEIO MS SOB IRRADIANCIA DE
0,73 pmol.m®.s™,

CONCENTRACAO DE BAP FORMACAO DE NECROSE

(M) + 0,1 M ANA CALOS (%) (%)

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 ¢ 71,7 a
Média geral 4,96 4,62

CV (%) 26,10 44,96

* Letras iguais na mesma coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV= Coeficiente de variacio

O tratamento controle nao foi incluido na andlise estatistica, pois nao
ocorreu a formacao de calos, tampouco oxidacao ou necrose dos explantes. No
tratamento com 4,44 yM de BAP combinado com 0,1 pM 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
epicoétilos, que tinham diferencas de coloracdo e consisténcia, em segmentos
foliares houve somente a formacdo de calos creme, friavel e granular. Os
parametros coloracao e textura de calos tém sido utilizados como indicativos da
capacidade regenerativa do material vegetal (RODRIGUES et al., 2009). Calos
de consisténcia semelhante foram obtidos por Figueiredo (2007), em folhas de
Passiflora gibertii, onde observou que calos de coloragao clara e consisténcia
granular possuiam maior potencial organogenético.

O efeito positivo da combinacao entre ANA e BAP na formagéo de calos
também foi observado por Landa et al. (2000), os quais induziram calogénese
em explantes foliares de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) utilizando
10,74 uM de ANA e 4,44uM de BAP, obtendo aproximadamente 91% de
explantes com calos. Apesar da porcentagem de formacdo de calos se
assemelhar bastante com as obtidas em mogno (93%), com a mesma
concentracdo de BAP, o presente estudo utilizou uma concentracdo de ANA
bem inferior, apenas 0,1 uM, mostrando que para mogno, possivelmente os
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niveis endégenos de hormdnios devem ser um pouco mais elevados.

Na cultura de explantes foliares de mogno, ainda nao foi possivel a
formagéo de brotos adventicios. Outros trabalhos indicam a formacéo de calos,
como, por exemplo, o de Venkesteswaran et al. (1988) que, além de pedacos
de folhas, cultivaram tecido cotiledonar em meio MS modificado e acrescido de
9,1 uM de 2,4-D e 5,4 uM de ANA e também observaram a formacao de calos.
Albarran et al. (1997) obtiveram a maior formacdo de calos em segmentos
foliares de mogno cultivados em meio MS com a concentracao de sais reduzida
pela metade e combinando 0,09 uM de TDZ e 22,6 uM 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 % da concentracdo de sais original e
suplementado com 4,7 uM de CIN e 0,54 uM de ANA. No trabalho desses
autores, os explantes foram folhas de plantas mantidas em casa de vegetagao
com idade variando entre 30 e 210 dias. No atual trabalho com mogno, foram
utilizadas somente folhas de plantulas oriundas de germinagéo in vitro e com
idade de até 45 dias. Essa diferenca de idade dos explantes pode ter afetado
as respostas organogénicas, pois 0s autores relatam que explantes com 210
dias de idade desenvolveram raizes adventicias apos 60 dias de cultivo in vitro
na presencga de 2,3 uM de CIN e 0,54 uM de ANA. Os explantes com 60 dias
de idade cultivados por 30 dias em meio contendo 4,7 ou 9,3 uM de CIN e 0,11
ou 0,54 uM de ANA também formaram raizes.

Em outros trabalhos com espécies da familia Meliaceae, como
Naregamia alata, a organogénese foi direta a partir de segmentos foliares
cultivados em meio MS suplementado com 4,9 uM de BAP e 5,8 uM de GAs
(SHAJI et al., 1997). Também em explantes foliares, brotos adventicios se
desenvolveram quandos os explantes foram cultivados em meio MS contendo
8,8 UM de BAP e 0,57 uM de AIA (SALVI et al., 2001).

Em explantes foliares de murici-pequeno (Byrsonima intermedia),
Nogueira et al. (2007) observaram que a maior formacao de calos ocorreu no
meio MS acrescido de 4,52 uM de 2,4-D e que, ao testar a sua interagdo com
BAP e TDZ, ndo houve um incremento na calogénese. Ja Rodrigues et al.
(2009) obtiveram a maior formacéao de calos em explantes cotiledonares de nim
(Azadirachta indica) em meio WPM adicionado de 8,88 uM de BAP e 9,04 uM
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de 2,4-D.

Alves (2010) relatou a formacgéo de calos friaveis em peciolos, folhas e
estipulas de embauba (Cecropia glaziovii) em meio contendo 22,6 uM de 2,4-D
combinado com 4,44 ou 13,32 uM de BAP. O mesmo autor observou que os
calos originados dos peciolos eram de coloragdo amarela clara.

3.3.3 Efeito da concentragcdo de BAP na indugdo de brotos adventicios em
calos de S. macrophylla

Apds 30 dias de cultivo, no meio MS contendo 2,22 uM de BAP foi
observada a formacgao de 2 gemas adventicias a partir de 2 explantes entre 60
(3,33 %) (Figura 3g), 0 que sugere um campo com potencial para futuras
investigacoes.

Diferentemente, Lee e Rao (1988) relatam a regeneracdo de brotos
adventicios de mogno a partir de calos friaveis oriundos de segmentos nodais.
Os explantes foram cultivados em meio MS com a concentragdo de sais
reduzida a metade e a concentragdo de nitrato de amdnia modificada para 2
g.L", e adicionando 8,88 pM de BAP. Essa concentracdo de BAP também foi
utilizada neste trabalho para a regeneragdo de brotagdes adventicias, no
entanto ndo houve diferenciacdo de gemas a partir dos calos. Acredita-se que
o balanco hormonal adequado nao tenha sido alcancado ou que a idade ou até
mesmo o gendtipo dos explantes tenha influenciado a resposta.

Exito na regeneragdo de brotos adventicios de mogno foi relatado por
Valverde-Cerdas et al. (1998), que obtiveram essa regeneracdo a partir de
epicétilos cultivados em meio MS suplementado com 44,4 uM de BAP, no qual,
dos 15 explantes inoculados, 8 responderam positivamente. Alves (2010)
obteve a regeneragcdo de calos fridveis de embauba (Cecropia glaziovii)
cultivando os explantes em meio contendo somente 0,46 UM de zeatina ou esta
concentragdo combinada com 4,52 ou 22,6uM 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
exbgena esta diretamente ligada com a quantidade endogena de citocinina que
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cada cultivar possui. Vale salientar que o presente estudo utilizou como fonte
de material vegetal plantulas de sementes germinadas in vitro, cuja
variabilidade genética e qualidade podem ter sido uns dos muitos fatores que
afetaram a falta de brotacdes adventicias.
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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 EPICOTILOS: a) CALO FRIAVEL NA PRESENCA DE 1,0 uM DE TDZ, b)
CALO COMPACTO NA PRESENCA DE 1,0 uM DE BAP; SEGMENTOS
FOLIARES: c¢) CALO COMPACTO OBTIDO NA PRESENCA DE 0,5 uM DE
TDZ, d) CALO FRIAVEL OBTIDO NA PRESENCA DE 0,75 uM DE TDZ, e)
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APRESENTANDO NECROSE EM MEIO DE CULTURA CONTENDO 1,25uM
DE TDZ, f) CALOS CREME E FRIAVEIS OBTIDOS A PARTIR DE
SEGMENTOS FOLIARES OBTIDO NA PRESENGA DE 4,44 uM DE BAP E 0,1
uM DE ANA. g) GEMA ADVENTICIA REGENERADA A PARTIR DE CALOS
CREME E FRIAVEIS OBTIDO NA PRESENGA DE 2,22 uM DE BAP BARRA: 1
cm.



51

3.4 CONCLUSOES

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

pode-se concluir que:

Os dois tipos de explantes utilizados, segmentos de epicétilos e
segmentos foliares, séo eficientes para a formacao de calos.

As concentracbes dos reguladores mais eficientes para a
formacao de calos a partir de epicétilos sdo 0,5 e 1,0 uM de BAP
e 0,25; 0,5 e 1,0 uM de TDZ, ambos combinados com 0,5 uM de
ANA.

Segmentos foliares cultivados sob irradidncia luminosa de 0,73
umol.m?.s™ em meio MS contendo 0,75 pM de TDZ apresentam
alta porcentagem de formacéao de calos.

A formacdo de calos a partir de epicotilos sbé acontece na
penumbra.

A taxa de organogénese € muito baixa.
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4 INDUCAO IN VITRO DE BROTAGCOES AXILARES DE Swietenia
macrophylla KING A PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS

RESUMO

O mogno, devido a sua madeira duravel, € uma espécie muito apreciada para a
fabricacdo de moveis e artigos de decoracdo de luxo. Devido a intensa
exploracdo de reservas naturais, pesquisadores florestais tém buscado
alternativas para seu cultivo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer
um método de multiplicacdo in vitro de mogno. Para isso, foram utilizados
segmentos nodais de plantulas germinadas in vitro inoculados em meio MS
contendo 2,5 uM de BAP combinada com varias concentracdes de CIN: 0,25;
0,50; 1,0; 1,5 e 2,0 uyM assim como um controle sem CIN. Em outro
experimento, foram utilizados os meios MS e SH com 2,5 uM de BAP e 2,2 uM
de 2-iP suplementados com diferentes concentracbes de CaCl,: para o meio
MS, 220, 440 e 880 mg.L" e, para o meio SH, 100, 200 e 400 mg.L™" assim
como um tratamento sem a adicdo de CaCl,. O tratamento controle foi com a
concentragdo normal de cada meio de cultura (MS 440 mg.L”" e SH 200 mg.L"
"). Apés 30 dias de cultivo in vitro foi avaliado o nimero de brotos, a massa
fresca dos brotos, a porcentagem de oxidacado. No primeiro experimento, onde
foram utilizadas varias concentracdes de CIN combinadas a BAP, houve
intensa oxidacdo em 90% dos explantes e 10% formaram brotacbes pouco
vigorosas, ndo sendo possivel realizar o subcultivo. No experimento utilizando
os meios MS e SH, sintomas de clorose foliar foram observados nas maiores
concentragdes de CaCl, dos meios de cultura. Apesar do elevado nimero de
brotos (6,8 no meio SH e 7,8 no meio MS) obtidos nos tratamentos com o
dobro da concentracdo de CaCl, (400 mg.L ™' e 880 mg.L™), quando estes foram
subcultivados em mesmo meio de origem, sofreram intensa oxidacgao,
impossibilitando o subcultivo, portanto, ndo foi possivel estabelecer um método
eficiente para a multiplicagcdo massal de brotagdes.

Palavras-chave: brotagées axilares, CaCly, 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 uM BAP combined with the following concentrations of KIN: 0.25, 0.50, 1.0,
1.5 and 2.0 uM and a control without KIN. In another experiment, the MS and
SH media with 2.5 uyM BAP and 2.2 uM 2-iP were supplemented with the
following CaCl, concentrations: 220, 440 and 880 mg.L™(for MS medium) and
100, 200 and 400 mg.L™" (for SH medium), apart from a treatment without
CaCl,. 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
CaCl,. Despite the high number of shoots (6.8 in SH and 7.8 in MS) obtained in
treatments with double CaCl, concentrations (400 mg.L™” for SH and 880 mg.L’
'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, CaCl,, chlorosis, mahogany.
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4.1 INTRODUGCAO

A espécie Swietenia macrophylla King, o mogno, da familia das
Melidceas, tem madeira de valor elevado devido as suas caracteristicas fisicas
e anatbmicas, constituindo-se em uma das principais fontes de madeira para
exportacao nos tropicos da América Latina.

Apesar de haver uma area de dispersdao muito grande, com cerca de 150
milhdes de hectares, a exploracdo seletiva pode afetar a integridade das
populagdes. Existe uma clara tendéncia para a diminuigdo do numero de
arvores de mogno, especialmente de dimensdes comerciais. Alguns paises da
América Central apresentam reducdo das populagdes originais. Em
Guanacaste, Costa Rica, as populacdes de S. macrophylla tém diminuido
consideravelmente (GERHARDT, 1996). Na Guatemala, a espécie esta em
perigo de extingédo, assim como no Panam@, onde se encontra completamente
exterminada em regides acessiveis de facil exploracéo (PATINO, 1996).

A micropropagacao teve um forte impacto sobre a producao de plantas
em larga escala e inumeros protocolos foram estabelecidos visando a producao
comercial de mudas assim como a preservacao de espécies que se encontram
ameagadas de extincdo (SOUZA e PEREIRA, 2007). Isto ocorreu devido ao
fato desta técnica estar embutida nos programas de melhoramento que, na
maioria das vezes, objetivam a manutencdo ou a maximizacdo do valor
genético do clone a ser propagado, permitindo acelerar os métodos
convencionais de propagacao vegetativa (JOSHI et al., 2003). Baseando-se no
fenbmeno da totipoténcia das células vegetais, onde cada célula é capaz de
gerar uma planta nova idéntica geneticamente a planta-mae, livre de
contaminacdes, a técnica permite a producdo de mudas sadias em espaco
fisico reduzido, além de ser altamente conveniente para a manutencao de
colecao de plantas de gendtipos diferentes (OLIVEIRA et al., 2007).

A escolha adequada do meio de cultura € um fator relevante para a
micropropagacdo, devido ao importante papel dos componentes minerais no
processo de regeneracado dos explantes (RAMAGE e WILLIAMS, 2002). Além

dos sais minerais, 0s 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, sdo encontrados trabalhos que relatam a necessidade de
modificacao do meio de cultura ou a utilizacdo de meios diferentes ao MS, para
que se possa melhorar ou resolver questdes 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 s&o baseados nas
modificacoes empiricas de algumas formulacées basicas e em exigéncias
nutricionais de plantas inteiras. As necessidades consideradas ideais variam
amplamente entre os gendtipos das plantas e sistemas de cultura (WILLIAMS,
1993).

Duranto o cultivo in vitro de determinadas espécies, sdo encontradas
algumas alteracdes 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 modificagbes na composicdo do meio
de cultivo ou a utilizagdo de meios alternativos ao meio MS. Como exemplo,
Lee e Rao (1988) relataram a modificagdo da concentragdo de nitrato de
amonio do meio MS de 1,65 para 2 g.L™". Maruyama e Ishii (1997) utilizaram o
meio WPM na fase de inducdo e multiplicacdo dos brotos axilares. Um grupo
Japonés (Patent n® JP09019229) relatou em uma patente que foram utilizados
os meios Bs (GAMBORG et al.,, 1968) e MS com as concentragdes de sais
originais e modificadas. Valverde-Cerdas et al. (1998), utilizaram o meio MS
mas com a concentracao de sais reduzida a metade. Schottz et al. (2007), ao
tentarem estabelecer um protocolo de multiplicacdo in vitro de brotagcdes
axilares e reduzir ou eliminar a clorose foliar, utilizaram varios meios de cultura,
como WPM, QL, Bs e MS, esse ultimo com varias diluicoes. Esses autores
relataram que o tamanho das brotacbes formadas era pequeno e a clorose
foliar presente na cultura.

Dentre os nutrientes minerais utilizados esta o calcio (Ca). A maior parte
das funcbes realizadas por esse elemento esta associada a manutencao da
estabilidade da membrana, a estabilidade da parede celular e,
consequentemente, o Ca?* é essencial para a absorcdo seletiva de fons
(MARENCO e LOPES, 2009). O Ca?', por estar presente na estrutura da
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parede celular, tem uma baixa mobilidade; por isso, quando a planta estd em
deficiéncia, os sintomas aparecem nas folhas novas (PRADO, 2008). O ion CI
€ essencial na fotossintese via regulacdo estomatica. Esse elemento possui
uma grande mobilidade na planta e os sintomas de deficiéncia ndo sao faceis
de identificar e os mais comuns consistem na reducdo do tamanho da folha e
clorose (VITTI et al., 2006). A necrose apical esta relacionada com diversos
fatores, dentre eles o calcio e o boro, e para este existem numerosas
referéncias bibliograficas onde o aumento da concentracao de Ca no meio de
cultura tende a aliviar a incidéncia da necrose apical em inUmeras espécies
(GARCIA et al., 2011). Em mogno, a clorose foliar ja foi relatada por Schottz et
al. (2007), no entanto sem a ocorréncia de necrose.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo comparar dois meios de
cultura (MS e SH) na multiplicacao in vitro, variando somente as concentracdes
de cloreto de calcio, testar os reguladores BAP e 2-iP e, em um segundo
experimento, induzir a formacado de brotacées axilares em meios contendo

diferentes concentragdes de CIN associada a BAP.

4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micropropagacao
de Plantas, do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, do Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana.

4.2.1 Material vegetal

As sementes de mogno (Swietenia macrophylla King) utilizadas foram
fornecidas pela Embrapa Florestas e coletadas na cidade de Vilhena,
Rondbénia.

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

tiofanato-metilico por 40 min sob agitacdo constante. Em camara de fluxo
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laminar, realizou-se um processo de assepsia em etanol 70% com 0,1% de
Tween 20%, logo ap6s foram desinfestadas com uma solugdo de hipoclorito de
sédio a 2,5% por 30 min e, pra finalizar, submetidas a trés lavagens em agua
estéril para a remocao de tracos das solugdes desinfestantes. A semeadura foi
realizada em cémara de fluxo laminar e as sementes foram inoculadas em
frascos contendo 40 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) semi-
solido.

Apo6s 30 dias da germinacado in vitro, os explantes foram excisados.
Foram utilizados segmentos nodais de plantulas de S. macrophylla de 1 cm
contendo de 1 a 2 nés. 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 proliferacdo das gemas.

4.2.2 Condig¢Oes de cultura in vitro

Todas as culturas foram mantidas em sala climatizada, equipada com
lampadas fluorescentes do tipo “luz do dia”, com irradiancia de 37 pmol. m2s™,
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C.

4.2.3 Efeito de diferentes combinagdes de cinetina e BAP na multiplicacéo in
vitro de Swietenia macrophylla King

Foram utilizados segmentos nodais com o apice de S. macrophylla,
originados de plantulas germinadas in vitro em meio de cultura MS, com 30
dias de idade. Os tratamentos foram constituidos de meio MS com 30 g.L" de
sacarose e 6 g.L" de agar (Vetec ®), acrescido de diferentes concentragdes de
CIN (cinetina): 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 uM combinada com 5 pM de BAP. Apds
30 dias de cultivo in vitro foi avaliado o numero de brotos, a massa fresca dos
brotos, a porcentagem de oxidacao e contaminagao.
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4.2.4 Efeito de diferentes concentracbes de CaCl, na multiplicagao in vitro de
Swietenia macrophylla King

Foram utilizados segmentos nodais de Swietenia macrophylla,
originados de plantulas germinadas in vitro em meio de cultura MS, com 30
dias de idade. Os tratamentos foram constituidos dos meios salinos MS e SH
(SCHENK e HILDEBRANT, 1972), com 30 g.L" de sacarose e 6 g.L"' de agar
(Vetec ®) (Anexo 1), suplementados com vitaminas e compostos organicos do
meio MS, 2,5 uM de BAP e 2,2 uM de 2—iP (adaptagcédo 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 modificagcdes da concentracdo de cloreto de calcio
(CaCly) dos meios MS e SH, conforme descrito na Tabela 6. O tratamento
controle foi constituido da concentracao normal de CaCl, de cada meio. Apéds
30 dias de cultivo in vitro foram avaliados o numero de brotos e a massa fresca

dos brotos.

TABELA 6 - CONCENTRAQC)ES DE CaCl, UTILIZADAS PARA A INDUCAO
DE BROTACOES AXILARES DE Swietenia macrophylla.

Concentracdo de CaCl, (mg.L™)

Meio SH Meio MS
0 0
100 220
200" 440"
400 880

*Tratamento controle.
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4.2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 10 repeticoes (frascos) por tratamento e 5 explantes por frasco. Os
experimentos foram repetidos 3 vezes e feita a média.

As médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e
comparacao de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Foi
utilizado o programa estatistico Assistat®.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Efeito de diferentes concentracdes de citocininas na multiplicacao in vitro
de Swietenia macrophylla King

Em todos os tratamentos deste ensaio, a combinacdo das citocininas
BAP e CIN néo foi eficiente para a formacéo e desenvolvimento de brotacdes
axilares em segmentos nodais de mogno. Houve uma intensa oxidag¢ao ou a
brotacdo era pouco alongada, e, por consequéncia, houve a morte de 90% dos
explantes e os que foram emitidos, por causa do tamanho reduzido, nao
permitiram a excisdo e o subcultivo (dados nao mostrados).

Uma das possiveis explicacbes é que elevadas concentracoes de
citocininas ou a combinacao de duas delas, podem ter causado fitotoxidade ao
explante, inibindo a formacéao de brotos. Esses resultados mostraram que o0 uso
de BAP e CIN nas concentragdes utilizadas inibiu a formagdo ou o
desenvolvimento de brota¢cdes 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 uM de BAP, observaram que as brotacées nao se
desenvolveram adequadamente, gerando brotacées com tamanhos menores
que as brotacdes do tratamento controle. Em segmentos nodais de pau-santo
(Kielmeyera coriacea), concentragdes de BAP acima de 35,52 uM, provocaram
a formacao de brotos anormais e de menor tamanho (PINTO et al., 1994).

Apesar de ndo terem sido adicionadas ao meio de cultura concentragées
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de CIN maiores que 2,0 uM combinadas com 5,0 uM de BAP, essa
combinacdo pode ter se tornado tdxica aos segmentos nodais de S.
macrophylla, ocasionando a morte ou o desenvolvimento precario das
brotacbes. De acordo com Vieira e Monteiro (2002), as citocininas estimulam o
desenvolvimento de porcoes de tecido meristematico, mais especificamente
das gemas axilares, desencadeando o crescimento e divisdes celulares que
culminam no surgimento de uma brotacdo. Além disso, Couto et al. (2006)
afirmaram que o balanco entre as quantidades de citocininas exdgenas e
auxinas enddgenas varia conforme o tecido utilizado como explante.

Embora no presente estudo o subcultivo ndo ter sido possivel e tanto as
concentracdes quanto o tipo de reguladores aqui utilizados serem diferentes,
pode-se ver semelhancas com o trabalho de Rocha et al. (2007), que
cultivaram segmentos nodais de canjarana (Cabralea canjerana) em meio MS
adicionado de 2,5 uM de BAP e de 2-iP e obtiveram uma taxa de multiplicagao
relativamente baixa (1,66 brotos/explante no segundo subcultivo). Isso pode
ser um indicio de que houve uma inibicado na formagédo de brotacdes causada
pela utilizagdo das citocininas nessa concentracao no meio de cultura.

Assim como neste estudo, Brondani et al. (2009) observaram
recalcitrancia na fase de multiplicagdo in vitro de um clone de Eucalyptus
benthamii x E. dunnii. 1sso evidencia a necessidade de ajustes nos protocolos
de multiplicacao in vitro para determinados gendétipos que ndo se adaptaram as
condicbes 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 apds o terceiro ou quarto subcultivo.
Dibax (2007) também observou decréscimos da taxa de multiplicacdo de E.
saligna a medida que a concentracao de BAP aumentou.

No trabalho de List et al. (1996), visando a indugédo da proliferacdo de
gemas axilares em segmentos nodais de Melaleuca alternifolia, também foi
estudado o efeito das citocininas BAP e CIN e da combinacao destas no meio
MS. O melhor resultado obtido foi com a concentracdo de 4,5 uM de BAP, este
sendo superior ao encontrado com a utilizagdo de CIN e esta combinada a
BAP, onde foi possivel produzir, em média, 5,57 brotagdes 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 micropropagacao para a inducdo de brotacdes, verifica-se que existem
niveis diferentes de sensibilidade as citocininas dependendo da espécie e as
vezes entre diferentes gendtipos. As citocininas podem, também, favorecer o
alongamento dos brotos, contudo é necessario 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
concentracdo adequada de citocinina nao foi encontrada.

4.3.2 Efeito de diferentes concentragdes de CaCl, e de dois meios de cultura na
inducao de brotos em segmentos nodais de S. macrophylla King.

Para a variavel numero de brotos, verificou-se diferenga significativa
entre os resultados, ao nivel de 1%, tanto para o meio MS quanto para o meio
SH (Anexos 11 e 12, Tabela 7). Na Tabela 7, é possivel observar que na
auséncia de CaCl; (Figura 4c, 4d). as médias de brotacdes axilares formadas
(2,1 para o meio SH e 3,7 para o meio MS) foram bem inferiores as médias
obtidas na presenca de CaCl,,

No tratamento controle (440 mg.L™" no meio MS e 200 mg.L™" no meio
SH), as médias do numero de brotos por explante ndao foram diferentes
estatisticamente das obtidas nas demais concentracdes (Tabela 7); no entanto,
houve maior numero de brotacdes(6,8 no meio SH e 7,8 no meio MS) e as
folhas formadas eram maiores (dados ndo mostrados) quando se utilizou o
dobro da concentracao normal de CaCl, 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
concentragdes 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, ndo houve emissao de brotacées quando
utilizaram o meio MS para o estabelecimento, no entanto, ao utilizarem o meio
SH, 18,75% dos explantes emitiram brotacdes. Em outro experimento, quando
utilizaram material juvenil, houve emissao de brotagcbes em ambos 0s 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,



67

houve a emissdao 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 emisséo de
brotagdes de pinus (Pinus kesiya) quando comparado ao meio SH (15,6
brotos), quando estes eram suplementados com 23 uM de CIN (NANDWARI et
al., 2001).

TABELA 7 — MEDIA DE NUMERO DE BROTOS FORMADOS A PARTIR DE
SEGMENTOS NODAIS CULTIVADOS EM MEIOS DE CULTURA
MS OU SH SUPLEMENTADOS COM 2,5 uM DE BAP E 2,22 uM
DE 2-iP E DIFERENTES CONCENTRACOES DE CaCly,

TRATAMENTO Meio de cultura

CaCl(mg. L) SH

0 2,1b*

100 50a

200** 51a

400 6,8 a
Média Geral 4,75

CV(%) 42,02
CaCl(mg. L) MS

0 3,7b

220 6,4 a

440** 6,5 a

880 7,8a

Média Geral 6,10

CV(%) 36,51

* Letras iguais na mesma coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. ** Tratamento controle. CV= Coeficiente de variacao

Segundo Gribble et al. (2002), apesar da importancia da nutricdo mineral
no crescimento de explantes in vitro, poucos estudos abordam a absorcao ou a
otimizacdo dos meios utilizados. Como as plantulas in vitro crescem em

condigdes especiais de fornecimento de nutrientes e podem néo ter raizes, os
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mecanismos de absorcdo mineral podem ser diferentes daqueles utilizados
pelas plantas em condi¢des ex vitro.

Existem diversos trabalhos na literatura mostrando que as formulacées
de sais originais dos meios de cultura ndo sdao adequadas e precisam de
modificacées. Nandwari et al. (2001) tiveram um aumento na formagédo de
brotos em pinus (Pinus kesiya) quando reduziram a concentracdo de
nitrogénio, calcio e outros sais do meio MS. Para mogno, Lee e Rao (1988) e
Tacoronte et al. (2004) , aumentaram a concentragéo de nitrogénio do meio MS
no cultivo in vitro de segmentos nodais e tiveram bons resultados. Theriou
(1998) utilizou o meio MS para a multiplicacdo do porta-enxerto Mr. S 2/5
(Prunus cerasifera), com aumento da concentracao de cloreto de sédio (NaCly)
ou cloreto de calcio (CaCl,) ao meio, e concluiu que a presenca destes sais
aumentou a producao de brotos in vitro, obtendo bons resultados. Nannetti e
Pinto (1995), verificaram essa necessidade, e, além de utilizarem diferentes
concentragdes de citocininas, também acrescentaram diferentes niveis de
nitrogénio e calcio para o desenvolvimento de brotacdes de Heliconia sp.

Para a multiplicacdo do porta-enxerto Mr.S. 2/5 (Prunus cerasifera) Gallo
et al. (2011) utilizaram varias formulacdes salinas, dentre elas o meio SH, com
0,5 mg L' de BAP e 0,01 ou 0,5 mg L de AIB, e observaram que o nimero
médio de brotos nao diferiu estatisticamente dos demais meios utilizados.

A presengca de CaCl, nos meios de cultura utilizados incrementou a
massa fresca das brotacoes, apresentando diferencas estatisticas significativas
(Tabela 8, Anexos 13 e 14). Para o meio SH a massa fresca obtida na auséncia
de CaCl; foi a unica que diferiu das obtidas nas demais concentragcdes, onde a
média foi de 0,75 g. O mesmo nao pode ser observado no meio MS, pois
houve diferengas entre os resultados obtidos nas diferentes concentracdes de
CaCl,. Na auséncia de CaCly, o resultado diferiu estatisticamente das demais e
também a massa fresca foi menor, 0,62 g, comparada as demais. No entanto, o
resultado do tratamento controle (440 mg. L) n&o diferiu estatisticamente dos
obtidos com as concentracdes de 220 mg. L™ e 880 mg. L. A maior média de
massa fresca (1,63 g) obtida para o meio MS foi com a concentracdo de 880
mg. L™, entretanto, nao diferiu do controle (1,45 g).
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TABELA 8 — MEDIA DA MASSA FRESCA DOS BROTOS FORMADOS A
PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS CULTIVADOS EM MEIOS
DE CULTURA MS OU SH SUPLEMENTADOS COM 2,5 uM DE
BAP E 2,22 uM DE 2-iP E DIFERENTES CONCENTRACOES DE

CaCl,.

TRATAMENTO MEIO SH
CaCly (mg. L™ 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
CaCly (mg. L) 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 nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV= Coeficiente de variacio

Para a variavel numero de folhas, diferencas estatisticas ocorreram
entre as concentracdes de CaCl, para os dois meios utilizados (Anexos 15 e 16
e Tabela 9). Tanto para o meio SH quanto para o meio MS houve diferengas
somente entre os resultados obtidos no meio sem CaCl, e nas demais
concentragdes. No meio SH houve aumento do numero de folhas de acordo
com o aumento da concentracdo de CaCl,. Essa tendéncia ndo pode ser
observada para o meio MS, onde a maior média para o numero de folhas foi
obtida com a concentragdo normal do meio (440 mg. L). Pode-se observar
ainda que, com 440 mg. L' (meio MS) e 400 mg. L' de CaCl, (meio SH), o
numero médio de folhas diferiu pouco (4,8 e 3,98), mostrando que, apesar das
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diferencas de composicdo e concentracdo entre 0s meios, essas nao tiveram

muita influéncia na formacao de folhas.

TABELA 9 — MEDIA DO NUMERO DE FOLHAS DOS BROTOS FORMADOS A
PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS CULTIVADOS EM MEIOS
DE CULTURA MS OU SH SUPLEMENTADOS COM 2,5 uM DE
BAP E 2,22 uM DE 2-iP E DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE

CaCl,.
TRATAMENTO* Meio
CaCly(mg. L™ SH
0 1,06 b*
100 2,92 a
200 3,39 a
400 3,98 a
Média Geral 2,83
CV (%) 32,72
CaCl, (mg. L) 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 nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV= Coeficiente de variacio

Entretanto, o que pode ser observado é que algumas folhas formadas a
partir de brotacOes axilares apresentaram clorose foliar (Figura 4e, 4f). Em
mogno, esse sintoma foi relatado por Schottz et al. (2007), que observaram
varios graus de clorose nas folhas independente do meio utilizado. Em outra
espécie da familia Meliaceae, Melia azedarach L, Cabel (2006) também
encontrou sintomas de clorose foliar durante a fase de multiplicagdo. Os
explantes foram cultivados em meio WPM e as brotagbes 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 brotacdes cultivadas em meio de cultura
WPM semi-sélido ou liquido apresentaram brotagdes reduzidas, com folhas
pequenas e aparéncia 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 concentracdo de CaCl, (880
mg.L™" no meio MS e 400 mg.L™ no meio SH). Segundo Raven et al. (2007),
concentracdes 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 concentracbes dos reguladores descritas no item 4.2.4 (dados néao
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 ndo 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 auséncia de CaCls,

Prado (2008) relata que plantas de café (Coffea arabica L.) sob
condicoes de deficiéncia de Ca, apresentavam reducéo no nivel de clorofila e
de proteinas soluveis. Em tecidos deficientes em Ca, o prejuizo para a
integridade da membrana leva ao aumento na velocidade da respiracdo e na
degradacao de proteinas e clorofila (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Foi observado que na presenca de CaCl, houve um aumento
significativo no tamanho das folhas (dados ndo mostrados). Esse aumento de
tamanho pode estar relacionado a suplementagdo de calcio, uma vez que o
elemento esta associado a manutencdo da estabilidade da membrana e a
estabilidade da parede celular. Também atua como mensageiro secundario na
célula vegetal, acoplando o0s sinais ambientais ao crescimento e
desenvolvimento da planta. Isso ocorre em fungdo do Ca poder ligar-se com a
calmodulina e juntas poder ativar numerosas proteinas envolvidas em uma
variedade de processos celulares, como o0 alongamento e a divisdo celular
(ZIELINSKI, 1998).
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FIGURA 4 — ASPECTO DE BROTACOES DE Swietenia macrophylla
FORMADAS A PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS APOS 30 DIAS DE
CULTIVO in vitro. a) SEGMENTO NODAL CULTIVADO EM MEIO MS COM
440 mg.L" DE CaCly, b) EM MEIO SH COM 200 mg.L™" DE CaCly, ¢) EM MEIO
MS SEM CaCl,, d) EM MEIO SH SEM CacCl,, e) EM MEIO MS COM 880 mg.L"
'DE CaCl,, f) EM MEIO SH COM 400 mg.L'DE CaCl,. BARRA: 1 CM.
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4.4 CONCLUSOES

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

pode-se concluir que:

As combinagdes de cinetina e BAP utilizadas nesse trabalho nao
sao eficientes para a inducdo de brotacbes axilares em
segmentos nodais de mogno.

Um grande numero de brotacbes é formado quando os
segmentos nodais sédo cultivados em meios MS e SH, no entanto
nao é possivel realizar o subcultivo.

Nao ha diferengas entre os resultados obtidos na inducdo de
brotacdes axilares nos meios MS e SH. A utilizacdo desses meios
de cultura e a modificacdo das concentracbes de CaCl, desses

meios ndo permitem eliminar a clorose foliar.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A inducdo de calos em explantes de mogno € possivel cultivando
segmentos de epicétilos e folhas em meio contendo vérias combinagdes de
TDZ e ANA.

A regeneracao de brotacées adventicias em alta frequéncia a partir de
calos friaveis nao é possivel, nas concentragdes de BAP adotadas.

E possivel induzir o desenvolvimento de brotagdes axilares, mas nao
sua multiplicacao in vitro, uma vez que os tratamentos adotados (combinagdes
de BAP e CIN no meio MS e de BAP e 2-iP nos meios MS e SH) nao permitem

o subcultivo.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de TDZ e ANA permitiu que 91,5% dos segmentos de epicétilo
formassem calos fridveis aos 30 dias de cutivo in vitro. Pela coloracdo e
consisténcia dos calos, acredita-se que sejam organogénicos. Para segmentos
foliares, o uso de apenas TDZ foi eficiente para a formacao de calos (90% dos
explantes). Com a combinacao de BAP e ANA, também foi possivel obter uma
alta porcentagem de explantes formando calos (93,3%).

No periodo em que esse trabalho foi realizado, n&do foi possivel obter
brotagdes adventicias 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, facam-se testes de pré-
tratamentos dos explantes no escuro e exposicdo destes a varias irradiancias
para observar as respostas morfogenéticas.

Recomenda-se a utilizacdo de diferentes meios de cultura na
organogénese, como por exemplo, os meios WPM, SH, DKW e diluigcbes
destes.

Diferentes concentracdes de reguladores vegetais, tanto dos ja utilizados
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com diferentes meios de cultura, idades de explantes, irradiancias, quanto
combinacdes ainda ndo utilizadas deveriam ser testadas.

Recomenda-se ainda, a realizacdo de cortes histolégicos dos calos e
brotacbes regeneradas para verificar se estes sdao morfologicamente normais e
a partir de que estruturas dos calos os brotos sdo formados.

Para a micropropagacao, se sugere que seja utilizada outra combinacgéo
de reguladores vegetais, de citocininas ou citocinina combinada com auxina.

Quanto a clorose, uma analise foliar de nutrientes seria indicada para
verificar qual elemento esta faltando ou se estd em concentracdo inadequada,

de maneira a poder modificar a composi¢cdao do meio de cultura.
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ANEXO 1 - COMPOSIGAO DOS MEIOS DE CULTURA MS E SH
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MS (mg.L™) SH (mg.L™)
Macronutrientes
NHzNOs 1650 -
NHsH,PO, - 300
KNOs 1900 2500
KH2PO4 170 -
CaCl2.2H20 440 200
MgS04.7H20 370 400
Micronutrientes
Fe2S04.7H20 27,80 15
Naz EDTA 37,30 20
H3BOs 6,20 5
MnS04.4H20 22,30 10
ZnS04.7H20 8,60 1
Ki 0,83 1
Na2Mo04.2H20 0,25 0,1
CoCl2.6H20 0,025 0,1
CuS04.5H20 0,025 0,2
Substancias organicas do meio MS (mg.L")
Tiamina.HCI 0,1
Piridoxina.HCI 0,5
Acido Nicotinico 0,5
Glicina 2
Mio-inositol 100
Sacarose 30000
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ANEXO 2 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O EFEITO DE BAP E TDZ EM
COMBINAGAO COM ANA NA VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAGCAO
DE CALO A PARTIR DE EPICOTILOS DE MOGNO.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 7 5.54060 0.79151 16.1437 **
Residuo 40 1.96118 0.04903
Total 47 7.50177
Média 1.09
CV (%) 20,13

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

ANEXO 3 — ANALISE DE VARIANCIA PARA O EFEITO DE BAP E TDZ EM
COMBINAGCAO COM ANA NA VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAGAO
DE CALOS FRIAVEIS A PARTIR DE EPICOTILOS DE MOGNO.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 7 1.66337 0.23762 29.7699 **
Residuo 40 0.31928 0.00798
Total 47 1.98265
Média 0,87
CV (%) 10,20

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

ANEXO 4 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O EFEITO DE BAP E TDZ EM
COMBINAGCAO COM ANA NA VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAGAO
DE CALOS COMPACTOS A PARTIR DE EPICOTILOS DE MOGNO

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 7 5.22826 0.74689 22.9957 **
Residuo 40 1.29919 0.03248
Total 47 6.52745
Média 0,63
CV (%) 28,40

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro pelo teste F
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ANEXO 5 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O EFEITO DE TDZ NA
VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMAGCAO 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 **
Residuo 15 0.04086 0.04086
Total 17 2,63028
Média 0,92
CVv 22.03

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

ANEXO 6 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O EFEITO DE TDZ NA
VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMACAO 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*
Residuo 15 0.35971 0,02398
Total 17 0.87379
Média 0,71
CV (%) 21,83

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

ANEXO 7 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O EFEITO DE TDZ NA
VARIAVEL PORCENTAGEM DE FORMACAO DE CALOS FRIAVEIS A
PARTIR DE SEGMENTOS FOLIARES DE MOGNO.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 2 0.50601 0.25301 10.5496**
Residuo 15 0.35974 0.02398
Total 17 0.86575
Média 0,87
CV (%) 17,86

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

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 2 1.63701 0.81896 13.7732**
Residuo 15 0.89190 0.05946
Total 17 2.52982
Média 0,44
CV (%) 55,33

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

ANEXO 9 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O EFEITO DE BAP E ANA NA
PORCENTAGEM DE FORMAGCAO 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 **
Residuo 20 0.91497 0.04575
Total 23 4.55862
Média 0.79
CVv 26,95

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

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

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 3 2.65954 0.88651 10.0122**
Residuo 20 1.77087 0.08854
Total 23 4.43042
Média 0.71
cv 41,80

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro pelo teste F
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ANEXO 11 - ANALISE DE VARIANCIA DO EFEITO DE CONCENTRACOES
DE CaCl, NO NUMERO DE BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE SEGMENTOS
NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS DE MEIOS DE CULTURA MS NA
PRESENCA DE 2,5 uM DE BAP E 2,2 uM DE 2-iP.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 3 89.00000 29. 66667 5.9798*
Residuos 36 178.60000 4. 96111
Total 39 267.60000
Média 6,10
Ccv 37.51

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

ANEXO 12 - ANALISE DE VARIANCIA DO EFEITO DE CONCENTRACOES
DE CaCl, NO NUMERO DE BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE SEGMENTOS
NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIOS DE CULTURA SH NA
PRESENCA DE 2,5 uM DE BAP E 2,2 uM DE 2-iP.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 3 114.10000 38. 03333 9.5481**
Residuos 36 143.40000 3.98333
Total 39 257.50000
Média 4,75
CcVv 42.02

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

ANEXO 13 - ANALISE DE VARIANCIA DO EFEITO DE CONCENTRAGOES
DE CaCl,NA MASSA FRESCA DOS BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE
SEGMENTOS NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA
MS NA PRESENCA DE 2,5 yM DE BAP E COMBINADO 2,2 uM DE 2-iP.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 3 5.87240 1. 95747 50.4653**
Residuos 36 1.39638 0.03879
Total 39 7.26878
Média 1,25
CV 15.74

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro pelo teste F
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ANEXO 14 - ANALISE DE VARIANCIA DO EFEITO DE CONCENTRAGOES
DE CaCl,NA MASSA FRESCA DOS BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE
SEGMENTOS NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA
SH NA PRESENCA DE 2,5 yM DE BAP E 2,2 uM DE 2-iP.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 3 2.31910 0. 77303 11.3150**
Residuos 36 2.45949 0.06832
Total 39 4.77859
Média 1,13
CVv 23.09

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

ANEXO 15 - ANALISE DE VARIACIA DO EFEITO DE CONCENTRACOES DE
CaCl, NO NUMERO DE FOLHAS DOS BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE
SEGMENTOS NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA
MS NA PRESENGCA DE 2,5 uyM DE BAP E 2,2 uM DE 2-iP.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 3 50.93600 16. 97867 16.9223**
Residuos 36 36.12000 1.00333
Total 39 87.05600
Média 3,64
CVv 27.52

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

ANEXO 16 - ANALISE DE VARIANCIA DO EFEITO DE CONCENTRAGOES
DE CaCl, NO NUMERO DE FOLHAS DOS BROTOS OBTIDOS A PARTIR DE
SEGMENTOS NODAIS DE MOGNO CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA
SH NA PRESENGCA DE 2,5 uM DE BAP E 2,2 uM DE 2-iP.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 3 47.76875 15. 92292 18.4762**
Residuos 36 31.02500 0.86181
Total 39 78.79375
Média 2,25
CcVv 28.22

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



