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RESUMO

A familia Meliaceae destaca-se por seu valor econdmico, medicinal, ecolégico e de suas
potencialidades de exploracéo biotecnoldgica. O presente trabalho teve como objetivo obter um
protocolo de obtengéo de plantas de cedro (Cedrela odorata L..) a partir de explantes excisados
de plantulas assepticas germinadas in vitro, cultivados em meio béasico de cultura MS
suplementado com reguladores de crescimento e adicdo de sacarose. Para a desinfestacdo das
sementes foram testadas imersdo em solucdo de hipoclorito de soédio a 0; 1,0; 1,5 e 2,0% por 10,
15 e 20 minutos. O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3 (3
concentracdes e 3 tempos de imersdo) com 4 repeticdes, com 5 tubos em cada repeticéo,
totalizando 200 tubos no experimento. Foi avaliada a percentagem de contaminagéo por fungos e
bactérias aos 7 dias e 15 dias. Para a inducdo de brotagdes, o estudo foi dividido em dois testes.
No Teste 1 foi utilizado segmento nodal e apical em diferentes concentracbes de BAP: 0; 1,0;
2,0; 3,0 e 4,0 mg.L™. O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2 (5
concentracdes e 2 tipos de explantes), com 4 repeticbes, com 5 tubos em cada repeticéo,
totalizando 200 tubos no experimento. Foram realizadas avaliaces em intervalos de 15 dias
quanto ao numero e comprimento das brotagdes por tratamento. No teste 2 foi utilizado
segmentos caulinares utilizando 0, 10, 20 e 30 g.L™ de sacarose. O delineamento foi inteiramente
casualizado com 4 repeticdes, com 5 tubos em cada repeticdo, totalizando 80 tubos no
experimento. Foram realizadas avaliagdes em intervalos de 15 dias quanto ao numero e
comprimento das brotagOes por tratamento. Para o enraizamento in vitro foi utilizado brotos do
teste de inducdo de brotagdo utilizando 0; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg.L™ de ANA. O delineamento foi
inteiramente casualizado com 4 repeti¢es, com 5 tubos em cada repeticéo, totalizando 100 tubos
no experimento. Foram realizadas avaliaces em intervalos de 15 dias quanto ao numero e
comprimento das raizes por tratamento. Os dados obtidos, nos diferentes experimentos, foram
submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os resultados demonstraram que uso de hipoclorito de sédio a 2,0% por 15
minutos na desinfestacdo das sementes apresentou a menor percentagem de contaminacdo (10%).
A inducéo de brotacdes foi possivel utilizando 1 mg. L™ de BAP promovendo o maior niimero
(1,45 brotos/explante) e comprimento (1,96 cm/explante) de brotos em segmentos apicais e 2 g.L
! de sacarose na inducdo de brotos em segmentos caulinares com niimero de 2,05 brotos/explante
e comprimento de 1 cm brotos/explante. O enraizamento foi possivel com a utilizagdo de 1 mg.
L™ de ANA com maior niimero (2,5 raizes/brotos) e comprimento de raizes (3,4 cm/brotos) para
a obtencdo de planta completa. Sementes sdo desinfestadas com sucesso em solugédo de
hipoclorito de sédio a 2,0 %, inducdo de brotos em meio MS suplementado com 1 mg. L™ de
BAP e sacarose a 2,0% que enraizam a 1 mg.L™" de ANA.

Palavras chave: Crescimento in vitro, micropropagacao, citocininas, auxinas.
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ABSTRACT

The family Meliaceae stands out for its economic value, medicinal, ecological and its potential
for biotechnological exploitation. This study aimed to define a protocol for obtaining of plants of
cedar (Cedrela odorata L.) from explants excised of aseptic seedlings germinated in vitro and
cultured in basic MS media supplemented with growth regulators and the addition of sucrose. For
seed disinfestation were tested immersion in a solution of sodium hypochlorite at 0; 1,0;.1,5 and
2,0%, for 10, 15 and 20 minutes. The design was completely randomized in a 3x3 factorial (three
concentrations and three immersion times) with four replications, with 5 tubes in each repetition,
totaling 200 tubes in the experiment. It was evaluated the percentage of contamination by fungi
and bacteria at seven days and 15 days. To the induction of shoots, the study was divided into
two tests. Test 1 was used nodal segments and apical in different concentrations of BAP: 0; 1,0;
2,0; 3,0 and 4,0 mg.L™. The design was completely randomized in a 5x2 factorial design (five
concentrations and two types of explants), with four replicates with five tubes in each repetition,
totaling 200 tubes in the experiment. It was Evaluations were made at intervals of 15 days on the
number and length of shoots by treatment. In the second test was used stem segments using 0, 10,
20 and 30 g.L™ of sucrose. The design was completely randomized with four replications, with 5
tubes in each repetition, totaling 80 tubes in the experiment. It was Evaluations were made at
intervals of 15 days on the number and length of shoots by treatment. For the rooting of shoots in
vitro test was used to 0; 1,0; 1,5; 2,0 and 2,5 mg.L" ANA. The design was completely
randomized with four replications, with 5 tubes in each repetition, totaling 100 tubes in the
experiment. It was Evaluations were made at intervals of 15 days on the number and root length
by treatment. The data obtained in different experiments, were subjected to analysis of variance
and means compared by Tukey test at 5% probability. The results showed that use of sodium
hypochlorite 2.0% for 15 minutes in the disinfestation of the seeds had the lowest percentage of
contamination (10%). The induction of shoots was possible using 1 mg. L™ BAP promoting the
highest number (1,45 shoots/explant) and length (1,96 cm/explant) of shoots in the segments
apical and 2 g.L™ of sucrose in inducing shoots on stem segments with the number of 2,05
shoots/explant and length of 1 cm shoots/explant. The rooting was possible with the use of 1 mg.
L™ of ANA with the highest number (2,5 roots/shoot) and root length (3,4 cm/shoot) to obtain
complete plant. Seeds are disinfested with success in solution of sodium hypochlorite 2,0%,
induction of shoots on MS medium supplemented with 1 mg. L™ BAP and sucrose at 2,0%,
rooting at 1 mg. L™ of ANA.

Key words: In vitro growth, micropropagation, cytokinins, auxins.
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1 INTRODUCAO

A familia Meliaceae se destaca por seu valor econémico, medicinal, ecoldgico e de suas
potencialidades de exploracdo biotecnoldgica. Apresenta géneros de grande importancia como
Cedrela (cedro), geralmente conhecidos pela excelente qualidade da madeira que produzem
(KLEIN, 1984).

A finalidade comercial do cultivo do cedro esta associada a sua madeira, que €
amplamente empregada na confecgdo de compensados, obras de talha, esculturas, madeiras da
construcdo civil, naval e aerondutica, caixas para charutos, instrumentos musicais e muitas outras
aplicacdes artisticas. A arvore apresenta qualidades ornamentais recomendadas para o paisagismo
em geral, sendo também utilizada na recomposicdo de areas degradadas (RIZZINI,1971)

E segundo Carvalho (1998), existe um sério problema na cultura do cedro, tanto em
viveiros como em plantios em escala menor, € 0 ataque as gemas apicais pela broca-do-cedro
(Hypsila grandella), que leva ao desenvolvimento arbustiforme e, em casos extremos, a morte da
planta. A espécie apresenta também um outro problema que esta relacionado ao seu cultivo,
observa-se uma acentuada variagdo quanto ao desenvolvimento das plantas, tanto em altura como
em didmetro.

Entdo a aplicacdo das técnicas de cultura de tecidos associadas a micropropagacao
relaciona-se principalmente com a obtencdo de mudas uniformes, de elevada qualidade e livres
de doencas, permitindo a multiplicacdo rapida e geneticamente confidvel e a preservacdo e
propagacao de espécies ameagadas de extincao.

A micropropagacao permite um trabalho de forma continua ao longo do ano, o que agiliza
a propagacdo comparado com métodos convencionais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Portanto, o uso da cultura de tecidos para a multiplicagdo de genoOtipos superiores de cedro,
possibilitaria auxiliar futuros programas de melhoramento da espécie e agilizaria a instalacdo de
bosques comerciais homogéneos, com alta qualidade genética.

Assim, técnicas de propagacdo vegetativa in vitro tem possibilitado a reprodugdo de
espécies lenhosas, com muitas vantagens em relagdo as técnicas ex vitro. Pois nos ultimos 40
anos, as técnicas de cultura de tecidos in vitro constituiram num importante conjunto de

tecnologias em todas as areas da biologia vegetal, auxiliando na compreensao de seus processos
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de desenvolvimento e para a utilizagdo e conservacdo dos recursos genéticos vegetais
(WITHERS ; WILLIAMS, 1998).

Sendo que atualmente, a ampliacdo imediata de investimentos em plantios comerciais se
justifica pela demanda por produtos madeireiros de qualidade. O uso de espécies exoticas, de
répido crescimento, ndo atende a demanda por madeira nobre (CARVALHO, 2000), o que exige
a instalacdo de bosques comerciais com espécies nativas, dependente da disponibilidade de
mudas de alta qualidade genética e fisioldgica (CARVALHO, 2003).

Na area florestal, a cultura de tecidos ¢ uma tecnologia bastante recente, servindo como
ferramenta basica aos programas de melhoramento de espécies comerciais exoéticas, com a
maximizacdo ou manutencdo do valor genético do clone a ser propagado.

As técnicas de micropropagacdo sdo ferramentas de grande importancia e interesse, pois
permitem obter um grande nimero de plantas em espaco e tempo reduzidos, com controle das
contaminacges, além de permitir que a producdo seja planejada segundo a melhor época de
demanda.

Em consequiéncia da énfase atual nos problemas ambientais, em especial a necessidade de
recuperacdo de areas degradadas e recomposicdo da paisagem natural, tem crescido o nimero de
trabalhos de micropropagacdo com espécies florestais nativas, a exemplo da Cedrela fissilis
(NUNES et al., 2002; AMARAL, 2006), Cedrela odorata (LAMEIRA; GOMES; LOPES, 2000),
Swietenia macrophylla (LOPES, 2000), Acacia mearnsii (COUTO et al., 2004), Schizolobium
amazonicum (CORDEIRO et al., 2004).

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi 0 desenvolvimento de um protocolo de obtencéo
de plantas de cedro (Cedrela odorata L.) utilizando explantes excisados de plantulas assépticas

germinadas in vitro, utilizando reguladores de crescimento e sacarose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA MELIACEAE

O hébito da familia constitui-se de arvores e arvoretas de 3 a 30 metros de altura. Sdo
encontradas em florestas estacionais deciduas e semideciduas, apresentando ampla e expressiva
distribuicdo. Ocorrem também na floresta ombréfita densa da encosta atlantica, mesmo em
altitudes elevadas (KLEIN, 1984).

As caracteristicas da familia Meliaceae sao as folhas alternas, compostas e sem estipulas.
As flores sdo pequenas, ciclicas, diclamideas, actinomorfas (JOLY, 1985), bissexuadas ou
unissexuadas por aborto (PASTORE, 2003). As plantas podem ser androginas, didicas, mondicas
ou poligamas e havendo pistiloides e estaminddios, estes sdo muito desenvolvidos, dificultando a
distingdo de uma flor hermafrodita das flores unissexuais.

O ovario é stpero, com um a oito I6culos e um ou dois évulos superpostos em cada léculo
nas 5 plantas da subfamilia Melioideae ou, trés a muitos dévulos seriados na subfamilia
Swietenioideae (BARROSO, 1991).

Como exemplos brasileiros de Melidceas destacam-se os géneros Cedrela, o popular
cedro, de excelente madeira avermelhada, Carapa, Trichila e a Guarea, todos com madeira de
boa qualidade. O mogno (Swietenia macrophylla King), espécie desta mesma familia, tem grande
valor comercial (JOLY, 1985). Muitos estudos merecem destaque com espécies que apresentam
efeito medicinal como Azadirachta indica A. Juss., conhecido como nim (ALIERO, 2003), dentre

outras.

2.2 CARACTERISTICAS DA ESPECIE E IMPORTANCIA ECONOMICA

O género Cedrela foi descrito pela primeira vez por Browne em 1756 (TUESTA, 2003).

O cedro é uma arvore decidual de 25 a 35 metros de altura, que apresenta um tronco de 60 a 150
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cm de DAP (diametro a altura do peito) com ramificacdo dicotdmica ascendente, heliéfila ou de
luz difusa, seletiva higrofila, caracteristicas das matas primarias e secundarias altas de terra firme.
As folhas sdo longas, curvadas e deciduais, alternas compostas, pinadas e grandes (60 a 120 cm
de comprimento por 20-30 cm de largura) (REITZ; KLEIN ; REIS, 1983), formando copa
arredondada muito tipica.

A inflorescéncia apresenta um tirso amplo com 25-30 cm de comprimento bastante denso
e geralmente mais curto que as folhas, sendo que suas flores possuem 12 mm de comprimento.
Floresce durante os meses de dezembro-fevereiro e os frutos amadurecem a partir de maio com a
planta totalmente sem folhas. Os frutos constituem de uma cépsula deiscente de 2,0-3,5 cm de
comprimento, com vérias sementes por frutos (LORENZI, 2002).

Sua madeira varia do bege-rosado-escuro ao pardo-avermelhado, claro ou escuro,
uniforme; superficie lustrosa, com reflexo dourado, e lisa; odor sui generis, aromatico, as vezes
muito fraco; sabor levemente amargo ou insipido. A coloracdo dos cedros varia bastante
conforme a procedéncia; segue-se dai que as denominacdes cedro-rosa, cedro-vermelho e cedro-
branco sdo aplicadas a mesma espécie em localidades diferentes, de acordo com a tonalidade do
lenho. O odor é quase sempre perceptivel. Destilada, cede éleo de cheiro desagradavel. Alburno
rosa-amarelado, delgado (RIZZINI, 1971).

A espécie Cedrela odorata L. (Meliaceae), popularmente conhecida como cedro-
vermelho, cedro cheiroso ou cedro-mogno, ocorre em todo o Brasil em todas as formagdes
florestais, a excecdo do Cerrado (Figura 1). E particularmente freqiiente na Mata Atlantica e na
floresta pluvial Amazonica. E também comum nas matas ciliares do Brasil e nos demais paises da
America do Sul. Sua madeira € uma das melhores do pais, com étima utilizacdo para laminados,
moveis, lambris, compensados e para tabuado em geral. E explorada comercialmente, por sua
madeira possuir boa resisténcia mecanica e ser moderadamente resistente ao ataque de pragas; é
considerada madeira nobre, o que a tornou ameacgada de extingdo pela extracdo intensiva
(LORENZI, 2002).

H& mais de 20 anos a familia Meliaceae vem sendo bastante estudada como a mais
promissora fonte de compostos com propriedades inseticidas (HAMMAD; NEMER ; KAWAR,
2000). Muitos géneros desta familia produzem varios compostos com a¢do medicinal e inseticida

(LORENZI, 1998). As especies desta familia tém seu papel principalmente na medicina natural,
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apresentando como propriedades terapéuticas: agdo anti-viral, anti-helmintica, anti-reumatica,
anti-inflamatoria e anti-cancerigena (MARZALINA ; KRISHNAPILLAY, 1999).

Fonte: Lorenzi, 2002

Figura 1 - Cedrela odorata:: (A) arvore; (B) filotaxia e floracdo; (C) aspecto do fruto maduro; (D) sementes; (E)
aspecto da casca do fuste; e (F) aspecto da madeira.

Segundo Carvalho (1998), na medicina popular, a casca do cedro é utilizada na forma de
ché& como tbnica, adstringente e no combate a febre. Sua decoccéo € utilizada para lavar feridas e

Glceras. A madeira do cedro, submetida a destilacdo, produz 6leo essencial ao qual se atribui
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poder repelente ao cupim. Porém, a presenca deste 6leo é pouco intensa, tanto na casca como no
lenho. Haines (1994) reconhece a importancia da familia Meliaceae e alerta para a necessidade de
estudos que visem a sua conservacao, uma vez que muitas espécies estdo sofrendo uma forte

pressdo ambiental com severa erosdo genética.

2.3 CULTURA DE TECIDOS

Segundo Teixeira (2009), as espécies lenhosas de interesse agricola sdo basicamente
constituidas pelas espécies fruticolas, como maca, péra, péssego, manga e citrus, espécies
florestais, como eucalipto, coniferas, teca, mogno e cedro e espécies bioativas como espinheira-
santa, jaborandi e nim. Também como lenhosas se enquadram café, cacau, cha mate, erva-mate,
roma, além das espécies produtoras de améndoas como a castanha-do-para, 0 caju e a noz
macadamia. Do ponto de vista econémico e social, essas espécies lenhosas constituem um grupo
de plantas extremamente importante.

Sendo assim, a cultura de tecidos é uma técnica com grande aplica¢do na agricultura na
propagacao de espécies florestais. Nessa técnica, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamados
explantes (Que é um fragmento de folha, de raiz, de caule ou de qualquer tecido que responda as
condicdes de inducdo do meio de cultura, com vistas a regeneragdo vegetal in vitro), sdo isolados
de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados assepticamente, por periodos indefinidos em
um meio de cultura apropriado. O objetivo é obter nova planta idéntica a original, ou seja,
realizar uma clonagem vegetal que € definida como uma propagacdo assexuada de células ou
organismos de modo a obter novo individuo, mantendo-se o gen6tipo idéntico aquele do ancestral
comum (TORRES et al., 2000).

Essa regeneracdo € fundamentada na capacidade de proliferacdo das células vegetais
organizarem-se em tecido e, eventualmente, em plantas completas (KERBAUY, 1997). Essa
capacidade é denominada totipoténcia e considera que as células vegetais manifestam, em
momentos diferentes e sob estimulo apropriado, a potencialidade de iniciar um novo individuo
multicelular (TORRES et al., 2000).
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O fisidlogo Haberlandt, baseado nesse principio, foi o pioneiro na tentativa de cultivar
células de tecidos somaéticos de diferentes plantas em solucdo nutritiva. Contudo, o referido
pesquisador ndo alcancou sucesso em seus estudos pelo fato de ndo conhecer reguladores de
crescimento, que ainda ndo haviam sido descobertos (SANTQOS, 2003).

A teoria da totipoténcia formulada por Schleiden e Schwann, em 1838, um dos primeiros
fundamentos da cultura in vitro, afirma que toda célula contém o potencial necessario para
originar uma planta completa sob condicdes de estimulo (CID, 2009).

E de acordo com Caldas; Haridasan e Elias (1998), na cultura de tecidos, existem trés
fatores que afetam a regeneracdo da planta in vitro: o gendtipo (qual espécie, cultivar ou
variedade que estd sendo utilizada), a fonte de explantes (folha, raiz, caule, meristema, etc.) e a
condicdo da cultura (meio de cultura, luz, temperatura, vasilhame). Na realidade, muito ainda
precisa ser conhecido sobre mecanismos de hormdnios vegetais e sobre 0s processos que
controlam o desenvolvimento das plantas. A melhor via para o desenvolvimento de sistemas de
regeneragdo in vitro continua sendo aquela baseada em testes que incluem esses trés fatores. O
objetivo desses testes € obter uma combinacdo 6tima dos fatores para que o processo seja bem-
sucedido

Murashige (1974) propés trés diferentes estagios para o estabelecimento do cultivo in
vitro: Estagio I: selecdo de explantes, desinfestacdo e cultivo destes em meio nutritivo, sob
condicBGes assépticas. Nesta etapa apresenta uma grande dificuldade quanto a obtencdo de
explantes descontaminados sem conduzi-los a morte;

Estagio Il: multiplicacdo dos propagulos por meio de sucessivos subcultivos, em meios de
cultura apropriados para a multiplicagdo. Embora o objetivo desta fase seja produzir o maior
numero de plantas possivel, no menor espaco de tempo, alguns aspectos qualitativos devem ser
considerados. N&o basta conseguir altas taxas de multiplicacdo em alguns explantes. O
importante € obter uma taxa satisfatoria com o minimo de variagdo de explante para explante.
Outro aspecto essencial é a qualidade e homogeneidade das partes aéreas produzidas, pois iSso
vai determinar o sucesso na fase de enraizamento;

Estagio IlI: transferéncia das partes aéreas produzidas para o meio de cultura com
reguladores de crescimento indutores de raizes e o posterior transplante das mudas produzidas

para substrato ou solo.
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A cultura de tecidos também pode ser empregada de diferentes maneiras dentro de um
programa de melhoramento vegetal. Embora ndo estejam diretamente envolvidas no
desenvolvimento de cultivares, muitas vezes, essas técnicas oferecem solucdes exclusivas nas
diferentes fases do processo. No melhoramento de espécies que apresentem problemas de
dorméncia de sementes, pode-se utilizar a técnica de germinagdo in vitro. Em alguns casos,
quando o desenvolvimento do fruto é um processo prolongado, pode-se utilizar a cultura de

embrides imaturos, na germinacdo, para acelera-la (ANDRADE, 2002).

2.4 MEIO DE CULTURA E FITORREGULADORES

As diferentes etapas da micropropagacao requerem diferentes condig¢des nutricionais e um
adequado balango hormonal. Os meios de cultura se baseiam nas exigéncias nutricionais das
plantas, sendo adequados as necessidades de cada espécie e etapas in vitro (SANTOS-SEREJO et
al., 2006). Meios de cultura ndo-adequados podem causar sintomas de deficiéncia mineral e até a
morte dos propagulos (MONTEIRO et al., 2000). A presenca de reguladores de crescimento no
meio de cultivo é normalmente importante nas fases de multiplicacéo e enraizamento.

Basicamente, o meio de cultura fornece ndo s6 macro (N, P, Ca, K, Mg, S) e
micronutrientes (Mn, Zn, B, Cu, Mo, Co, I, Si, Al, Ni, Fe), mas também carboidratos
(normalmente a sacarose) como fonte de carbono que a planta fixa na atmosfera pela fotossintese.
Para proporcionar melhor desenvolvimento, normalmente incluem-se certos componentes
organicos como vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento. Como é importante que o
meio seja 0 mesmo sempre que for preparado, componentes que podem variar em sua
composicdo devem ser evitados, mesmo que proporcionem resultados positivos (PASQUAL ;
HOFFMANN ; RAMOS, 1997).

O carbono exdgeno no meio de cultivo serve como fonte de energia, influenciando na
fisiologia da planta, diferenciacdo e crescimento dos tecidos, inducéo e diferenciacdo de érgdos.
Para as plantas é necessaria energia, esta pode ser oriunda da fotossintese ou de outra fonte de

carboidratos (CALVETE et al., 2002). Contudo, convém salientar que a concentracdo 6tima de



22

sacarose para a inducdo de morfogénese ou crescimento difere entre os genotipos e, as vezes,
entre gendtipos muito proximos (GEORGE, 1993).

Dentre os meios mais empregados na cultura de tecidos vegetais estdo o meio de cultura
de Murashige e Skoog, (1962) MS. O meio MS é um meio universalmente usado especialmente
para morfogénese, cultura de meristemas e regeneracdo de plantas. Este meio caracteriza-se pela
sua elevada concentragdo em sais minerais. Diversos trabalhos foram entdo realizados de modo a
aperfeicoar o cultivo e atender necessidades especificas de diversos tipos de tecidos de espécies
variadas.

A concentracgdo de sais no meio de cultura pode ser adequada de acordo com cada espécie,
podendo a reducdo da concentragdo idnica favorecer o processo de micropropagacdo (GUERRA ;
NODARI, 2009). Pois, altas concentrac@es idnicas causadas pelo acimulo de sais, diminuem o
potencial hidrico do meio de cultura, resultando em uma menor disponibilidade de &4gua para a
planta. Contudo, a diluicdo excessiva pode levar a deficiéncia mineral na planta. Os
micronutrientes, em virtude de sua baixa concentracdo original, na maioria dos trabalhos, nao
necessitam de diluicdo (GRATTAPAGLIA ; MACHADO, 1998)

Para a inducdo dos processos de desdiferenciacdo e rediferenciacdo responsaveis pela
formacdo de tecidos e 6rgdos, além da escolha do explante mais adequado, se faz necessario o
uso de fitorreguladores capazes de estimular a formacdo de parte aérea e raizes. A inducdo de
brotos em explantes pode ser realizada por meio da aplicacdo de citocininas exdgenas,
promovendo o crescimento inicial das gemas axilares pela quebra da dominancia apical (TAIZ ;
ZEIGER, 2004).

Dessa forma, a adicdo de fitorreguladores ao meio supre provaveis deficiéncias das
quantidades de fitohorménios nos explantes da planta mde, induzindo o0s processos de
desdiferenciacdo e rediferenciagdo, com consequiente formacdo de tecidos e orgdos. Dentre 0s
fitorreguladores utilizados na cultura de tecidos, as citocininas e auxinas possuem maior
destaque, atuando na formacao de raizes, parte aérea e calo (PASQUAI, 2001).

Os hormonios vegetais podem ser definidos como substancias naturais (fitohormonios) ou
sintéticas (fitorreguladores) que sdo adicionados ao meio de cultura, com a finalidade de induzir
modificagdes nos padrdes de crescimento e desenvolvimento do explante (TERMIGNONI,
2005).
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As citocininas também estimulam a divisdo celular (HARTMANN et al., 2002) e sdo
fundamentais na etapa de regeneracdo de calos e na brotagdo de gemas axilares ou apicais na
cultura de tecidos de plantas, entretanto, 0 enraizamento pode ser dificultado se estas
permanecerem muito tempo em contato com o material regenerado, em decorréncia de um
possivel efeito residual da citocinina (BARRUETO CID, 2000).

Dentre as citocininas, o 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido a mais utilizada na inducéo
de gemas adventicias (GRATTAPAGLIA ; MACHADO, 1998). Alguns dados sugerem que essa
citocinina é a mais indicada para promover a proliferacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias in vitro, mostrando-se muito eficiente na formacdo de brotos em explantes de
diversas espécies lenhosas, a exemplo da Swietenia macrophylla (SCHOTTZ et al., 2007),
Cabralea canjerana (ROCHA et al., 2007) e Ficus carica (FRAGUAS ; PASQUAL ; PEREIRA,
2004).

De acordo com Hartmann et al. (2002), as auxinas sdo as substancias mais importantes,
que desempenham maiores fungdes no enraizamento de estacas. Dentre as principais fungdes
bioldgicas das auxinas, pode-se citar o crescimento de 0rgaos, especialmente as raizes. A auxina
de presenca natural € sintetizada principalmente em gemas apicais e em folhas jovens e, de
maneira geral, move-se através da planta, do apice para a base.

As auxinas podem ser utilizadas isoladamente ou em combinagdo, no meio de
enraizamento, sendo que o &cido naftalenoacético (ANA) é uma das auxinas mais empregadas,
em concentracdes que variam conforme a espécie e/ou cultivar. As concentra¢es mais frequentes
estdo na faixa de 0,5a 5,0 mg.L™ (GATTAPAGLIA ; MACHADO, 1998).

Segundo George e Sherrington (1984), para evitar a inibicdo do enraizamento pela
presenca constante da auxina no meio, tem sido adotada a estratégia de manter os explantes por
um periodo curto na presenca desta substancia. Em seguida, faz-se a inoculagdo em um novo
meio sem regulador de crescimento.

A acdo da auxina ocorre antes do primeiro evento de formagéo do primdrdio radicular, ou
seja, pouco antes da desdiferenciacdo e formacdo de um lécus meristematico, sugerindo que a
funcdo da auxina no enraizamento esteja associada somente & inducdo radicular e ndo ao
posterior desenvolvimento (BLAKESLEY ; WESTON ; HALL, 1991).
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2.5 DESINFESTACAO DO MATERIAL VEGETAL

O cultivo in vitro de plantas apresenta grande importancia para a base de plantios nas
areas florestal e agrondmica, porém o sucesso dessa técnica esta relacionado diretamente com a
assepsia do explante. Para tanto, € essencial que o tecido que dara origem ao explante esteja livre
de contaminantes, sendo necessaria a realizacdo de um tratamento de desinfestacao deste tecido, a
fim de eliminar microorganismos exdgenos, para a obtencdo de um bom resultado no final do
processo de estabelecimento in vitro. (SILVA ; BLANK ; ANGELO, 2003).

Estas contaminagfes causadas por bactérias, fungos e insetos tornam-se sério problema
devido a competicdo pelos nutrientes, liberacdo de toxinas, modificacdo do meio de cultura e
predacdo, resultando na morte do tecido vegetal. E necessario remover as contaminagdes com
desinfestantes antes do estabelecimento in vitro para que ndo haja perda de material,
principalmente quando as contaminagdes ndo sdo detectadas precocemente. Ap6s a escolha do
melhor explante, este deve ser desinfetado superficialmente, porque 0s microrganismos que
crescerem no meio de cultivo irdo competir vantajosamente com o explante pelos nutrientes
(SMITH, 2000).

A desinfestacdo do explante € uma etapa essencial na qual podem ser utilizadas diversas
substancias de acdo germicida, dentre os quais 0s mais utilizados estdo o etanol, o hipoclorito de
sodio, além dos habituais detergentes de cozinha. O detergente deve ser adicionado em teor muito
baixo, enquanto a concentracdo dos agentes desinfestantes e o tempo de exposicdo pode variar,
de acordo com o objetivo do trabalho, o tamanho e a natureza do explante (WILLADINO ;
CAMARA, 2009).

Segundo Hirata e Mancini Filho (2002), o etanol além da acdo germicida, tem agéo
surfactante e facilita a acdo de outros produtos. E utilizado em concentragdes em torno de 70 a
80%, pois concentracfes maiores podem causar desidratagcdo dos tecidos.

Dentre as varias substancias germicidas a base de cloro utilizadas para desinfestacdo dos
explantes, as mais comuns sdo o hipoclorito de sodio, encontrado em formula¢Ges comerciais de
agua sanitaria, ou o hipoclorito de calcio, encontrado na forma de pé em lojas de material para
piscina (GRATTAPAGLIA ; MACHADO, 1998)
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A super exposic¢do do tecido aos agentes esterilizantes, geralmente, danifica o explante e
leva a morte celular (SMITH, 2000). O autor recém citado salienta que ndo é exequivel
recomendar um procedimento padrdo, sendo necessario investigar efetivamente os procedimentos
de desinfestacdo para diferentes tipos de espécies e tecidos para que a instalacdo in vitro inicie

com explantes saudaveis e o cultivo desenvolva-se com sucesso.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Recursos Genéticos e Biotecnologia de Plantas

da Embrapa Amazonia Oriental

3.2 MEIO DE CULTURA E CONDICAO DE CULTIVO

O meio de cultura utilizado foi o MS (Anexo A). O pH foi ajustado em 5,8 + 0,1 com
hidroxido de sddio (NaOH) ou &cido cloridrico (HCI) a 0,5 N. Os meios foram distribuidos em
tubos de ensaio, lacrados com papel aluminio e esterilizados por autoclavagem durante 20 min. a
temperatura de 121 °C e presséo de 1 atm. Os fitorreguladores foram adicionados ao meio antes
da sua esterilizag&o.

As inoculacGes foram realizadas em cadmara de fluxo laminar para a manutencdo de
condicdo asséptica. Os tubos foram colocados em sala de crescimento sob fotoperiodo de 12
h.luz.dia® com intensidade luminosa de 25pmol.m?.s™ de irradiancia e temperatura de 25+2°C

pelo periodo de dois meses. Tempo necessario para os embrides lancarem as primeiras brotacoes.

3.3 MATERIAL VEGETAL

As sementes de cedro utilizadas neste experimento foram coletadas no campo experimental da
Embrapa Amazdnia Oriental em agosto de 2008 e levadas para o Laboratério de Recursos

Genéticos e Biotecnologia dessa instituicdo de pesquisa.
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As sementes foram acondicionadas em saco de papel Kraft e armazenadas em geladeira
para ndo desidratarem e perderem seu poder germinativo. Ap6s no maximo 3 dias todas as
sementes foram retiradas da geladeira e utilizadas nos experimentos de desinfestacdo e

posteriormente transferidas para meios de cultura visando a germinacéo in vitro.

3.4 EXPERIMENTO 1 - ASSEPSIA E GERMINACAO DAS SEMENTES

Para o estabelecimento in vitro da cultura, sementes passaram por testes de desinfestacao
utilizando como agentes desinfestantes hipoclorito de sédio (NaOCI). As sementes tiveram uma
pré-desinfestacdo com varias lavagens em agua corrente e detergente comercial. Em camara de
fluxo laminar os tratamentos de desinfestacéo consistiram em imersédo em &lcool 70% por 1 min,
seguido em imersédo em NaOCI, variando nas concentragdes de 0; 1,0; 1,5 e 2,0% de cloro ativo e
tempo de imersdo a 10, 15 e 20 minutos, sendo posteriormente, submetidas a 3 enxagies em agua
destilada e autoclavada. As sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio de
cultura MS com 3% de sacarose e solidificado a 0,7% de &gar, na quantidade de 10 mL por tubo.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial, 3x3 (3
concentracdes de NaOCl e 3 tempos de imersdo), com 4 repeticbes, com 5 tubos em cada
repeticdo, para cada tratamento, totalizando 200 tubos no experimento. A avaliacdo da
percentagem de contaminacdo de fungos e bactérias e germinacdo das sementes se fez aos 7 e 15

dias apos a inoculagéo.

3.5 EXPERIMENTO 2 — INDUCAO DAS BROTACOES

Foram realizados os testes de multiplicagéo e de indugdo de crescimento de brotos por
meio de segmentos apicais e nodais retirados de plantas assépticas obtidas a partir da germinacdo

de sementes in vitro.
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3.5.1 Teste 1 - Efeito da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) na inducédo de brotos em

segmentos nodais e apicais.

Neste experimento foram utilizadas plantas germinadas in vitro, com 60 dias de idade de
onde foram retirados os segmentos caulinares nodais e apicais, com tamanho aproximado de 1 cm
com uma gema axilar.

Os segmentos caulinares nodais e apicais foram inoculados em tubos de ensaio contendo
0 meio de cultura MS com 3% de sacarose e solidificado a 0,7% de &gar, na quantidade de 10 mL
por tubo, onde foram testadas diferentes concentracdes de BAP (0; 1; 2; 3e 4 mg.L™)

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 5x2 (5
concentracdes e 2 tipos de segmentos), com 4 repeticGes, com 5 tubos em cada repeticdo, para
cada tratamento, totalizando 200 tubos no experimento. Foram realizadas avaliagbes em
intervalos de 15 dias, quanto ao nimero e o comprimento de brotages por tratamento.

3.5.2 Teste 2 - Efeito das concentragdes de sacarose na formacao de brotos em segmentos

caulinares.

Em camara de fluxo laminar, segmentos caulinares provenientes de plantas oriundas da
germinacdo de sementes in vitro, apos 60 dias de idade foram excisados e inoculados em tubos de
ensaio contendo meio MS, solidificado com 0,7% de &gar, na quantidade de 10 mL por tubo,
suplementado com vitaminas e com 1 mg. L de BAP. O meio de cultura foi complementado
com diferentes concentracdes de sacarose (0; 1,0; 2,0e 3,0 g.L ™).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso , com 4 repeti¢cdes, com 5 tubos
em cada repeticdo, para cada tratamento, totalizando 80 tubos no experimento. Foram realizadas
avaliacdes em intervalos de 15 dias, quanto ao nimero e o comprimento de brotagcBes por

tratamento.
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3.6 EXPERIMENTO 3 — ENRAIZAMENTO DAS BROTACOES

Para o enraizamento das brotacdes foi utilizado, em camara de fluxo laminar, os brotos de
cedro com aproximadamente 1,5 cm, com 45 dias induzidos na fase anterior na multiplicagcéo
com BAP, foram excisados e inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS, solidificado com
0,7% de &gar, na quantidade de 10 mL por tubo, suplementado com vitaminas e 2% de sacarose.
O meio de cultura foi complementado com diferentes concentracbes de ANA (acido naftaleno-
acético), 0; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg.L™. Apés 8 dias os explantes foram transferidos para novos
meios contendo metade da concentragdo de sais MS sem a adigéo da auxina.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 4 repeticdes, com 5 tubos
em cada repeticdo, para cada tratamento, totalizando 100 tubos no experimento. Foram feitas
avaliacdes em intervalo de 15 dias, quanto ao nimero e o comprimento de raizes por tratamento.

Posteriormente as plantas formadas irdo para a fase de aclimatacdo e em seguidas levadas

para campo.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos das variaveis observadas, nos diferentes experimentos foram submetidos
a analise de variancia com o auxilio do programa estatistico SISVAR 4.3 (FERREIRA, 1999). As
médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ASSEPSIA E GERMINACAO DAS SEMENTES

Em todos os tratamentos, a germinacao das sementes teve inicio entre 7 e 9 dias ap0ds a
inoculacdo, com o rompimento do tegumento das sementes e a emissao da radicula. Para a
porcentagem de sementes desinfestadas, os resultados da anélise de variancia demonstraram que,
aos 7 dias de avaliacdo, houve interacdo entre os fatores concentracdo de hipoclorito de sédio e
tempo de imersdo. Aos 7 dias da inoculacdo a menor porcentagem de sementes contaminadas
(10%) ocorreu nos tratamentos com 2,0% de hipoclorito de sodio por 15 e 20 min. (Tabela 1),
Resultado semelhante foi encontrado em Cedrela fisillis, onde tratamento de desinfestacdo de
sementes contendo 2% de NaOCI durante imersdo de 10 minutos, apresentou taxa de
contaminacdo 7% e 80 % de sementes germinadas.(AMARAL, 2006).

Contudo, foi verificado que a exposicdo das sementes com 2,0% de NaOCI por 20
minutos induziu maior taxa de oxidagdo nas mesmas logo nos primeiros 10 dias, promovendo o
aparecimento de partes escuras tanto nas sementes, quanto no meio, devido ao tempo elevado de
exposicdo ao desinfestante, causando a morte da maioria das sementes.

No tratamento sem uso do NaOCI, em que as sementes apenas foram lavadas com
detergente e agua destilada, houve 100% de contaminacdo, indicando com isso, a necessidade do
uso de NaOCI na desinfestacdo das fontes de explantes. Resultado semelhante foi encontrado por
Couto et al. (2004) na desinfestacdo de sementes de mogno (Swietenia macrophylla), sendo
observado 11% de sementes assépticas quando ndo tratadas com hipoclorito de sédio. A segunda
maior taxa de contaminacdo foi observado nas sementes tratadas com NaOCI a 1% por 10 e 15
minutos com uma taxa de contaminacao de 76% (Tabela 1).

No presente estudo, foi verificado que com o aumento da concentracdo e tempo de
exposicdo ao NaOCI foi diminuindo o nimero de sementes contaminadas e que a contaminacgao
presente nas sementes se deu principalmente pela manifestacao de fungos, que se disseminou das

sementes para 0 meio nutritivo, dificultando o processo de germinacao.
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Tabela 1 - Percentagem média de contaminacdo em sementes de cedro (Cedrela odorata L.) aos 7 dias ap0s a

inoculacéo
Concentracdo de NaOCI Tempo de imerséo Contaminacéo

(%) (em minutos) (%)

OTestemunha 0 100 a
1,0 10 76 b
1,0 10 76 b
1,0 10 70c
1,5 15 55d
1,5 15 50e
15 15 46 f
2,0 20 15¢
2,0 20 10 h
2,0 20 10 h

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.

Organismos eucarioticos, como fungos e leveduras, geralmente apresentam crescimento
visivel nos meios nutritivos porque, em geral, a composicdo desses meios contempla todos 0s
nutrientes essenciais ao crescimento de tais microrganismos (LEIFERT ; CASSELLS, 2001).
Assim, fungos filamentosos e leveduras raramente permanecem ocultos no cultivo in vitro de
plantas. Por isso, a maioria das contaminac¢Ges microbianas que surge logo ap6s a inoculagao dos
explantes in vitro é devido a fungos e leveduras. As contaminagdes causadas por fungos,
bactérias e leveduras na micropropagacdo de plantas constituem as principais causas de perdas de
material vegetal, podendo alcancgar valores médios de 3 a 15% a cada subcultivo (PEREIRA,;
MATTOS; FORTES, 2003).

Um dos fatores limitantes ao sucesso da micropropagacdo in vitro € a adequacdo da
metodologia de assepsia dos explantes. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), uma das
dificuldades da micropropagacao reside no fato de se obter um explante descontaminado sem
conduzi-lo a morte quando isolado.

Foi observado também que as germinagdes com o0 uso da menor concentragdo do agente

desinfestante foi maior, mas devido & alta taxa de contaminacdo, este procedimento foi
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descartado, devido ao maior nimero de sementes contaminadas. Foi percebido que por um tempo
prolongado, os agentes desinfestantes prejudicam a regeneracdo dos explantes, com isso podemos
afirmar que a duracdo do tratamento € um ponto critico no estabelecimento de sementes para
germinacdo in vitro, uma vez que os tratamentos de assepsia podem ser ineficientes ou danosos,
quando muito suaves ou muito agressivos, respectivamente.

A desinfestacdo superficial dos explantes deve permitir a elimina¢do dos microrganismos
com o menor dano possivel ao explante. A desinfestacdo em hipoclorito de sédio por 5 minutos
de sementes de Parkinsonia aculeata ndo contribuiu para sua maxima germinacao (GOMES,
2007). O longo tempo de exposicdo pode também comprometer o processo de germinagdo
(MARTINS-CORDER ; BORGES JUNIOR, 1999).

Nos dados apresentados na Tabela 2, foi verificado que o nimero de sementes livres de
contaminantes, que germinaram apo6s 15 dias de a inoculagdo, nos tratamentos com NaOCI a
concentracdo de 1% e 1,5% foi muito baixo, devido ao grande numero de sementes perdidas pela
contaminagdo. Esses resultados diferem dos obtidos por Kalil Filho; Graga; Grigoletti Junior,
(2000), que alcancaram em até 100% a germinacdo das sementes de mogno quando desinfestadas
em hipoclorito de s6dio a 1% por 5 minutos e germinadas in vitro.

O uso de hipoclorito de sodio 2,0% por 15 minutos promoveu menor infestacdo de fungos
e uma maior taxa de germinacdo das sementes (76%). Aumentando-se 0 tempo de exposicao ao
desinfestante para 20 minutos nédo diferiu do tempo de 15 minutos, apresentando a mesma taxa de
contaminacdo flngica, mas uma maior taxa de necrose e morte das sementes e consequientemente
menor taxa de germinacdo (30%), mostrando com isso que o maior tempo de exposicdo de 20

minutos apresentou efeito toxico as sementes.
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Tabela 2 — Médias de sementes germinadas (%) cultivados in vitro submetidos a diferentes concentragoes e tempos
de imersdo em NaOCI aos 15 dias ap6s a inoculagao

Concentragéo de NaOCI Tempo de imerséo Germinagao
(%) (em minutos) (%)
OTestemunha 0 Oh
1,0 10 10f
1,0 10 10f
1,0 10 10f
1,5 15 38e
1,5 15 40 d
1,5 15 43¢
2,0 20 70b
2,0 20 76 a
2,0 20 304g

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5%

Diversos tratamentos tém sido utilizados em espécies florestais para maximizar a
germinacdo das sementes. Um estudo com sementes de acacia-negra (Acacia mearnsii) tratadas
com hipoclorito de sédio a 10% por 10 minutos e alcool a 70% por 40 segundos apresentaram
100% de germinagdo, (MARTINS-CORDER ; BORGES JUNIOR, 1999). Resultado diferente
comparado com o presente estudo, mostrando que para cada espécie deve-se adotar um protocolo
de desinfestacéo diferente.

De posse destes dados, para a desinfestacdo das sementes de cedro, deve-se utilizar alcool

etilico 70% em combinagdo com NaOCI (2,0 % de cloro ativo) por um periodo de 15 minutos.



34

4.2 - EFEITO DA CITOCININA 6-BENZILAMINOPURINA (BAP) NA INDUCAO DE
BROTOS EM SEGMENTOS NODAIS E APICAIS.

De acordo com a figura 2 pode-se observar que ocorreu efeito significativo entre as
concentragfes da citocinina para os segmentos caulinares do apice. No segmento apical para o
parametro nimero de brotos, o melhor resultado foi na concentracdo de 1 mg.L™ de BAP,
produzindo meédia de 1,45 brotos/explante, contudo ndo diferiu estatisticamente das
concentracdes de 2, 3 e 4 mg.L" de BAP produzindo 1,1; 0,80 e 0,70 brotos/explantes
respectivamente.

Resultado semelhante foi verificado em Cedrela fissilis onde obtiveram uma media de 2,5
brotacdes por explantes em segmentos apicais quando adicionaram ao meio de cultura MS 1,25
mg. L™ de BAP (NUNES et al., 2002)

Na concentracdo de 4 mg.L™ de BAP houve uma diminuicdo no nimero de brotos,
produzindo 0,70 brotos/explantes, seguido do tratamento sem a adicdo da citocinina, onde foi
verificado o menor numero de brotagdes (0,55 brotos/explantes).

Para o parametro comprimento das brotacfes houve diferenca significativa entre as
concentracdes de BAP, onde o resultado que apresentou o maior comprimento de brotagdes foi
verificado na concentragdo de 1 mg.L™" de BAP, apresentando um comprimento médio de 1,96
cm por explantes e que a medida que se aumentava a concentracdo, houve uma diminuicdo no
crescimento das brotacbes e onde foi observado o menor comprimento das brotacdes foi na
concentracdo de 4 mg.L™ (0,46 cm/explante), ndo diferindo estatisticamente das concentragdes de
0, 2, 3 mg.L ™ onde apresentaram 0,50; 0,81 e 0,70 cm/explante respectivamente (Figura 3).

E interessante ressaltar que os niveis de reguladores de crescimento adequados para
proporcionar a maior quantidade de brotos emitidos variam de acordo com o gendtipo da planta,
e que devem ser determinadas caso a caso. Foi 0 que observaram Cordeiro et al., (2004) em
trabalhos com Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke (Paricd), que conseguiram um efeito
benéfico de BAP na concentracdo de 3 mg L™ de BAP na proliferacdo de brotos em segmentos
nodais alcangando uma média no comprimento dos brotos, uma faixa de 2,0 e 2,5 cm/explante.

Enquanto, Schottz (2003) obteve em media até 7,22 brotos/explante em segmento caulinar

nodal de Swietenia macrophylla quando utilizou 10 mg.L™ de BAP.
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Figura 2 - Nimero médio de brotacBes em segmentos apicais sob diferentes concentracfes de BAP aos 45 dias ap6s
a inoculagdo

Comprimento dos brotos

0 1 2 3 4
Concentragédo de BAP em mg.L™

Figura 3 - Comprimento médio em cm de brotagdes em segmentos apicais sob diferentes concentra¢es de BAP aos
45 dias ap6s a inoculacéo

Em relacdo aos segmentos nodais,a figura 4 mostra que ndo houve diferenca significativa

entre as concentragfes utilizadas, para os pardmetros analisados, e onde foi verificado o maior
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nimero de brotos foi na concentracdo de 1 mg.L™ com 1,50 brotos/explante. Seguida das
concentracdes de 2, 3 e 4 mg.L™ de BAP produzindo uma média de 1,3; 1,05 e 1,00
brotos/explante respectivamente. Na auséncia da citocinina foi observado o menor numero de
brotos (0,45 brotos/explante).

Em relacdo ao comprimento das brotagcbes nos segmentos nodais foi observado que o
tratamento onde produziu maior comprimento das brotagdes foi na concentracéo de 1 mg.L™ de
BAP (0,92 cm/explante), seguida das concentracées de 0, 2 e 3 mg.L™", com o comprimento
médio de 0,74; 0,89 e 0,56 cm/explante respectivamente e que na concentracio de 4 mg.L™ (0,25
cm/explante) encontramos o menor desenvolvimento das brotagoes (figura 5).

Resultados semelhantes foram verificados em ameixeira, onde para Leontiev-Orlov et al.
(2000) e Rogalski ; Guerra e Silva (2003), a altura média dos brotos in vitro foi afetada pela
concentracdo de BAP, reduzindo-se com o aumento da concentracdo desta citocinina. Para estes
autores, concentracdes superiores a 0,5 mg.L™ de BAP inibiram o crescimento das brotaces.

Foi observado que, a medida em que se aumentava a concentracdo de BAP o nimero e
comprimento médio de brotos/explante foram reduzidos, em todos os parametros avaliados em
segmentos apicais e nodais. Esses resultados demonstram para a espécie em estudo, que o0 uso de
BAP em concentragdes mais elevadas tende a inibir a formacdo de brotacbes e o0 seu
desenvolvimento.

Neste estudo ndo houve diferencas entre os segmentos utilizados, contudo os segmentos
apicais apresentaram resultados melhores em relacdo aos segmentos nodais, pois segundo Torres ;
Caldas e Buso (1998) gemas apicais normalmente apresentam maior capacidade de crescimento
do que gemas axilares, devido ao efeito da dominéncia apical. Entretanto, € frequente a opgéo
pelo uso de gemas axilares, em funcéo de ocorrerem em maior nimero por planta.

Os resultados obtidos nesse trabalho com Cedrela odorata L. em ambos 0s segmentos
caulinares quando comparados com as de outros autores demonstraram que o tipo de explante a

ser selecionado dependera da espécie
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Figura 4 - Namero médio de brotagdes em segmentos nodais sob diferentes concentragdes de BAP aos 45 dias ap6s
a inoculacdo
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Figura 5 - Comprimento médio em cm de brotagdes em segmentos nodais sob diferentes concentracfes de BAP aos
45 dias ap0s a inoculagao

A pequena formacdo de brotos, tanto em nimero quanto em tamanho, nos explantes
inoculados em meio livre de fitorregulador indica que ha necessidade de uma fonte exdgena de
citocinina para estimular a brotacdo em segmentos caulinares de cedro. Foi verificado que a

adicdo de BAP ao meio favoreceu a formacdo de brotos em segmento caulinares no presente
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estudo como mostra a figura 6, pois Segundo Torres ; Caldas e Buso (1998), o BAP é adicionado
ao meio de cultura para melhorar a micropropagacao, com aumento no nimero de gemas, folhas
e brotos, e para induzir um acréscimo na producdo de massa fresca e qualidade das plantas

cultivadas.

Figura 6 - Segmento apical com 1 mg. L™ de BAP aos 60 dias

A escolha da BAP para multiplicagdo de brotagdes axilares de cedro foi devido ao custo
mais baixo em relacdo as demais citocininas e também por este regulador vegetal em geral,
apresentar melhores resultados in vitro para promover a multiplicacdo de diversas espécies, como
para peroba-rosa (Aspidosperma polyneuron) (RIBAS et al., 2005), louro-pardo (Cordia
trichotoma) (MANTOVANI ; FRANCO ; VESTENA, 2001), acacia-negra (Acacia mearnsii)
(BORGES-JUNIOR ; SOBROSA ; CORDER, 2004), copaiba (Copaifera lagsdorffii) (NOLETO
; SILVEIRA, 2004).

O efeito das citocininas pode apresentar-se também de maneira residual de uma
subcultura para outra. Esse efeito residual torna-se negativo quando afeta o crescimento da parte
aérea, limita o enraizamento e diminui a capacidade de sobrevivéncia durante a aclimatizacéo,

reforcando ainda mais 0 uso de menores concentragdes de citocininas para o cedro.
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E de acordo com os resultados apresentados o uso de 1 mg L™ de BAP para a inducéo de
brotacdes € a concentracdo Otima a ser utilizada, a fim de se minimizar ou até mesmo eliminar os

possiveis efeitos anteriormente citados.

4.3 EFEITO DAS CONCENTRAGCOES DE SACAROSE NA FORMACAO DE BROTOS EM
SEGMENTOS CAULINARES.

N&o foi verificada diferenga significa quando se avaliou o nimero de brotos aos 45 dias.
Foi observado um maior numero médio de brotos em explantes inoculados nos meios contendo
1,0 g.L™* de sacarose (2,65/explante), seguida de 2 g.L™* de sacarose onde se obteve média de 2,05
brotos/explante (figura 7). Contudo com o aumento da concentracio de sacarose para 3 g.L™
verificou-se uma queda no namero de brotos (1,65 brotos/explante), e que ndo houve formacao
de brotacdo nos explantes nos meio sem adicdo de sacarose.

Em relacdo ao comprimento dos brotos aos 45 dias (Figura 8), ndo houve diferenca
estatistica entre as concentragdes usadas, onde 0 maior comprimento dos brotos foi verificados na
concentracdo de 2,0 g.L ™ de sacarose (1,00 cm/explante), seguidas da concentragdo de 1,0 g.L ™
(0,87cm/explante) e o menor comprimento se obteve na concentracdo de 3 g.L * (0,65
cm/explante).

Resultado semelhante foi verificado em cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum),
onde o numero de folhas foi favorecido quando se aumentou a concentracdo de sacarose de 1,5
g.L ™" para 3,0 g.L™(FERREIRA, et al., 2002), como mostra o presente estudo com o cedro, onde

aumentando a concentragdo de 1 g.L ™" para 2 g.L™, o crescimento da parte aérea foi estimulado.



40

NUmero de brotos

1 2 3

Concentragéo de sacarose em g.L?

Figura 7 - Efeito de diferentes concentracdes de sacarose (g.L™) no niimero de brotages induzidas em meio MS aos
45 dias ap0s a inoculagao
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Figura 8 - Efeito de diferentes concentrages de sacarose (g.L™) no comprimento (cm) de brotagées induzidas em
meio MS aos 45 dias apds a inoculagdo

Neste estudo os resultados mostram que a variacdo nas dosagens de sacarose influenciou
no crescimento de brotos e aumento da parte aérea. A auséncia de sacarose no meio de cultura

provocou um estado estacionario nos explantes, seguindo-se de necrose e morte dos mesmos apos
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15 dias de cultivo in vitro. Portanto para a espécie em estudo ha a necessidade de adicdo de uma
fonte de carbono no meio de cultura para o seu desenvolvimento.

O mesmo foi verificado em um estudo com paricd (Schizolobium parahyba var.
amazonicum), neste estudo foi observado que no meio MS suplementado com 3 mg L™ de BAP,
mas na auséncia de sacarose, ndo houve formacgéo de brotacOes, indicando que mesmo com a
presenca de citocinina, ha necessidade de adigdo de carboidrato ao meio de cultivo para
multiplicacdo in vitro de parica. (REIS, et al., 2008).

Nas células, carboidratos sdo necessarios como fonte de energia e de carbono nos
processos biossintéticos. (GOSSLOVA et al., 2001). A sacarose tem sido a fonte de carbono mais
utilizada, devido a rapidez de sua absorcdo, estando presente em meios de cultura em
concentraces que variam de 20 a 40 g.L .

Resultados semelhantes foram verificados em Cedrela fissilis onde ap6s 30 dias de cultivo
se obteve 100% de gemas com brotacdo em meio MS, suplementado com 2 g.L™ de sacarose
(AMARAL, 2006).

O aumento da concentragdo de sacarose para 3,0 g.L™ inibiu o crescimento dos brotos
(0,65 cm/explante). Essa diminuicdo tanto em numero de brotos, quanto em tamanho, este fato
pode estar relacionado com a diminuicdo da capacidade fotoautotréfica das plantas cultivadas
com concentragcdes maiores de sacarose, e com 0 excesso de sacarose no meio extracelular, pode
ter provocado uma perda maior de agua devido a pressdo osmotica exercida sobre o explante,
devido a diminuicdo osmotica do meio, o que afetaria o desenvolvimento dos mesmos (TORRES,
1999)

Contudo Nunes et al. (2008), em trabalho com pinh&o-manso, verificaram que o aumento
das concentragdes de sacarose no meio de cultura, proporcionou crescimento linear do
comprimento da parte aérea das plantulas, atingindo o méximo de 60 g.L™. Discordando dos
resultados do presente estudo, sendo que essa diferencga de resultados poderia ser explicada pelo
fator genético, por se tratar de duas espécies distintas. Portanto, cada espécie vai se comportar de

maneira diferente.
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4.4 ENRAIZAMENTO DAS BROTACOES

A formacdo de raizes adventicias em material vegetal cultivado in vitro constitui-se a
ultima etapa do processo de regeneracao de plantas inteiras a partir de explantes.

De acordo com a andlise de varidncia a percentagem de formacdo de raizes foi
influenciada pela concentracdo de ANA presente no meio de cultura (Tabela 3) e que na auséncia

da auxina néo foi verificado o desenvolvimento de raizes nas brotacoes.

Tabela 3 - Resumo da andlise da variagdo para o ndmero e comprimento de raizes em funcdo do efeito de
concentragdes de ANA.

G.L Quadrados Médios
Causas da Numero Comprimento Numero Comprimento
variacdo (mg.L™) deraizes  de raizes (cm) de raizes de raizes (cm)
Conc. ANA 4 4 0,445724* 8,411750*
Residuo 15 15
CV(%) 13,75 18,21
Média 1,42 1,65

*Significativos a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

A auséncia de raizes no meio sem a auxina, pode estar ligado a necessidade de auxina
exogena para estimular a rizogénese, o que, segundo Gratapaglia e Machado (1998), é comum em
partes aéreas provenientes da multiplicacdo. E segundo este mesmo autor, as plantulas possuem
um certo nivel enddgeno de auxina e neste estudo este nivel nos explantes utilizados foi muito
baixo, ndo permitindo o desenvolvimento de raizes sem a adi¢do da auxina exogena e a adicdo de
ANA foi fundamental para que ocorresse a rizogénese.

De acordo com a figura 9, em relagdo ao parametro nimero de raizes, foi verificado que a
melhor resposta & adicao de auxina ao meio, foi obtido na concentragdo de 1 mg.L™ de ANA com

2,5 raizes/explante, ndo diferindo estatisticamente das concentracdes de 1,5 e 2,0 mg.L™ de ANA,
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onde apresentaram 1,50 e 1,20 raizes/explante respectivamente. Na concentracdo de 2,5 mg.L™ de
ANA, foi o tratamento onde se verificou 0 menor nimero de raizes (0,50 raizes/explante).

2,50a

1,50 ab

1,20 ab

NUmero de raizes
L
(6)]
1

0,50 b

1 15 2 2,5

Concentragédo de ANA em mg.L™

Figura 9 - Valores médios do nimero de raizes em brotagBes submetidas a diferentes concentracfes de ANA aos 45
dias apos a inoculacéo

No parametro comprimento médio de raizes foi observado que a melhor resposta a auxina
foi na concentracdo de 1 mg.L" de ANA onde as brotacdes apresentaram 3,4 cm/explante.
Seguidas das concentracdes de 1,5 e 2,00 mg.L* de ANA, onde apresentaram diferencas
estatisticas de 2,60 e 1,80 cm/explante respectivamente. O menor comprimento de raizes foi
observado na concentrago de 2,5 mg.L™ apresentando 0,30 cm / explante (figura 10)

Neste estudo se verificou um efeito negativo no desenvolvimento de raizes, onde a partir
da concentracdo de 1 mg.L™ ocorreu uma diminuicdo no nimero e comprimento das raizes, e
também na diminuicdo da parte aérea das brotacGes. Este fato pode ser devido & influéncia do
BAP utilizado na fase de multiplicacdo, visto que as brotacbes foram provenientes dos
tratamentos da fase de multiplicacdo com esta citocinina e que pode ter estimulado a producéo de
citocininas enddgenas (VANKOVA et al., 1991) e isso, por sua vez, pode inibir a iniciacdo da
raiz (BOLLMARK ; KUBAT ; ELIASSON, 1988) e também o alongamento (TAIZ ; ZEIGER,
2004).
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Figura 10 - Valores médios do comprimento (cm) de raiz em brota¢des submetidas a diferentes concentracdes de
ANA aos 45 dias ap6s a inoculagao

A adicdo de auxina também influenciou o crescimento das brotacGes, pois segundo
Grattapaglia e Machado (1998) altas concentragdes de auxinas ocasiona uma barreira para a
passagem de nutrientes e agua para a parte superior da planta, levando o baixo desenvolvimento
da parte aérea em funcdo do excesso de auxina, o qual causa toxidez a planta, levando a uma
senescéncia foliar, comprometendo sua sobrevivéncia.

Foi observado que as brotagdes enraizadas apresentaram um bom sistema radicular e um
bom desenvolvimento da parte aérea aos 45 dias (figura 11), sendo que as concentracfes
utilizadas neste trabalho discordam do estudo em Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage X
Eucalyptus dunnii Maiden, onde na concentracio de 1 mg.L™* de ANA foi observada inducéo de
calo, resultando em efeito negativo no alongamento das brotacbes (BRONDANI et al.,2009). Isso
demonstra que cada espécie se comporta de maneira diferente em relagdo as auxinas.

Como em Lopes et al.(2001), onde o ANA nas concentracdes de 5,0 e 2,0 mg.L™ foi
obtido os maiores percentuais de enraizamento e maior nimero médio de raizes em brotagdes,
apresentando resultados satisfatorios nas concentragdes mais elevadas comparadas ao presente
estudo, discordando dos resultados aqui apresentados, ou ainda em Cedrela fissilis, onde a maior
porcentagem de formacdo de raizes foi verificada com as culturas iniciadas com segmentos
nodais nas concentracdes de ANA 2,5 e 5 mg.L™?, com 16,7 e 16,7%, respectivamente
(LAUDANO, 2005).
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Figura 11 - Brotac&o de cedro submetida & concentracdo de 1 mg. L™ de ANA aos 45 dias

Neste estudo o uso de 1 mg.L™ de ANA foi suficiente para a formacéo de raizes nas
partes aéreas obtidas, no estaddio de multiplicacdo, permitindo assim a constituicdo de plantas

completas, para posterior transferéncia a condi¢des ex vitro
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5 CONCLUSOES

Paro o cultivo in vitro de cedro o protocolo deve ser:

Assepsia das sementes com alcool 70% por 1 minuto, seguido de hipoclorito de sodio a 2 %
por 15 minutos;

Inducdo de brotacdo em explantes em meio MS contendo 1 mg.L™ de BAP e 2 g.L™ de
sacarose utilizando segmentos apicais

Enraizamento dos brotos e formagéo de plantas completas em 1 mg.L™ de ANA.
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Anexo A - Composicado do meio basico MS (MURASHIGE ; SKOOG, 1962)

Concentracéo Solucdo Estoque (SE) Volume (SE)
N° Composto /1.000 mL
(mg.L-1) Concentracdo Mg/1.000mL mg/100mL

Macronutrientes

1
NH;NO3 1.650 50 X 82.500 8.250 20 m.L
KH,PO4 170 50 X 8.500 850

2 KNO3 1.900 50X 95.000 9.500 20 mL
MgS0,.7H,0 370 50X 18.500 1.850

3 CaCl,.2H,0 440 50X 22.000 2.200 20 mL

Fe-EDTA

4 FeSO,4.7H,0 27,8 100X 2.780 278,00 10 mL
Na,EDTA 37,3 100X 3.730 373,00

5 Micronutrientes
MnSQ,.4H,0 22,3 100X 2.230 223,00
ZnS0,4.7H,0 8,6 100X 860 86,00
HsBO3 6,2 100X 620 62,00
Kl 0,83 100X 83 8,30 10 mL
NaMo00;.2H,0 0,25 100X 25 2,50
CuS04.5H,0 0,025 100X 2,5 0,25
CoCl.6H,0 0,025 100X 2,5 0,25

6 Vitaminas (mg/100ML)  (mg/10ML)
Tiamina-HCI 0,10 500X 5,00 0,50
Piridoxina-HCI 0,50 500X 25,00 2,50
Ac. nicotinico 0,50 500X 25,00 2,50 2mL
Glicina 2,00 500X 100,00 10,00
Mio-inositol 100,00 500X 5.000,00 500,00

Fonte de carbono
Sacarose 30.000 3%

pH 5,8
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