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CALOGENESE E RIZOGENESE EM EXPLANTES DE MOGNO (Swietenia macrophylla King)
CULTIVADOSIN VITRO

CALLOGENESIS AND RHIZOGENESIS IN MAHOGANY (Saietenia macrophylla King) EXPLANTS
CULTURED invitro

Silvana Cruz da Rocha®  Marguerite Quoirin®

RESUMO

A exploracdo de arvores tropicais realizada de forma indiscriminada, buscando espécies de alto valor
econdmico, tem levado varias espécies, como 0 mogno (Snietenia macrophylla King), ao perigo de extincao.
O desenvolvimento de uma metodologia de regeneracdo de gemas, direta ou indireta, poderia auxiliar na
obtencdo de um grande nimero de mudas e constituir uma perspectiva a propagacao sexuada. Essa Ultima é
limitada pelo fato das sementes perderem rapidamente a capacidade germinativa. No presente trabalho, foram
utilizados dois tipos de explantes: fragmentos foliares e de raizes de plantas cultivadas in vitro. Apos
desinfestaco, os explantes foram colocados em meio de cultura de Murashige e Skoog (1962) contendo trés
quartos da concentracdo de sais, vitaminas do mesmo meio, 30g.L™ de sacarose, auxina (&cido naftaleno-
acético, ANA, 0,11 nM e 0,54 nM), citocinina (cinetina, CIN, 1,2 nM, 2,3 nM, 4,7 nM e 9,3 nM; 6-
benziladenina, BA, 2,2 M, 4,4 nM e 8,8 nM ou 2-isopenteniladening, 2-iP, 2,5 mM) e 7g.L™" de &gar. As
variavels testadas foram a concentracdo e o tipo de regulador de crescimento e a origem dos explantes. A cada
30 dias, os explantes foram avaliados pela contagem do nimero de explantes formando calos ou raizes e a
consisténcia dos calos. Foram obtidos calos a com base nos dois tipos de explantes. Nos explantes foliares,
90% ddes formaram calos em meios de cultura contendo BA 4,4 mM com ANA 0,54 nM e BA 8,9 nM com
ANA 0,11 ou 0,54 nM. Nos explantes de raizes, a maior percentagem de explantes com calos foi de 55%, no
meio de cultura com BA 2,2 mM e ANA 0,54 nM. Raizes adventicias foram obtidas partindo de calos e do
limbo dos explantes foliares, em meios de cultura com CIN e ANA. N&o foi observada a formacdo de gemas
adventicias.

Palavras-chave: culturain vitro; espécie tropical; Meiaceae; organogénese.

ABSTRACT

The indiscriminate exploitation of tropical trees in a search for economically valuable species leads to
therisk of extinction of several species. This is the case of mahogany (Snetenia macrophylla King) in Brazil.
The establishment of a method of direct or indirect bud regeneration could help to produce a great number of
plantlets and could constitute an aternative to sexual propagation. The latter is limited by the fact that
mahogany seeds lose their germinative power soon after harvest. In this work, two kinds of explants were
used: leaf and root fragments from in vitro cultured plants. After disinfection, the explants were cultured in
petri dishes containing modified Murashige and Skoog (1962) culture medium, with three-quarters of salt
concentration, vitamins, 30 g.L™ sucrose and 7 g.L™* agar. The combinations of growth substances were:
naphthaleneacetic acid (ANA 0.11 M and 0.54 M) and one type of cytokinin, kinetin (CIN 1.2 nM, 2.3
nM, 4.7 nM and 9.3 nM), 6-benzylaminopurine (BA 2.2 nM, 4.4 nM and 8.8 mM) or 2-isopentenyladenine
(2-iP 2.5 mM). The variables were the concentration and combinations of the growth regulators and the
explant origin.The cultures were evaluated every 30 days, the number of explants forming calluses or roots
was recorded and the callus consistency was observed. Calluses were formed in both kinds of explants. In leaf
explants, 90% of explants formed callus when culture medium contained 4.4 mM BA with 0.54 mM ANA and
8.9 MM BA with 0.11 or 0.54 mM ANA. For root explants, the combination that gave the highest number of
calluses was 2.2 M BA and 0.54 nM ANA and 55% of them formed callus. Adventitious roots were
regenerated from leaf calluses or directly from leaf lamina cultured in media containing CIN and ANA.
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However, adventitious buds were not obtained with the growth regulator combinations tested in these
experiments.

Key words: in vitro tissue culture; Mdiaceae, organogenesis; tropical species.
INTRODUCAO

Na floresta Amazonica, a extragdo de madeira é a principal atividade comercial. Como a exploragéo é
realizada de forma indiscriminada, buscando espécies de alto valor econbmico, alteraces drasticas dos
ecossistemas dessa formacdo florestal tém ocorrido, colocando em perigo de extingdo varias espécies como,
por exemplo, 0 mogno.

O mogno (Swietenia macrophylla King), espécie pertencente a familia Meiaceae, possui folhas
compostas e uma atura variando entre 25 e 30 m. Esta presente ndo s6 na Amazonia, mas também em outras
regides do Brasil, sendo particularmente freqliente na regido sul do Para (Lorenzi, 1996).

A regeneracdo natural do mogno é baixa Em levantamentos realizados em érea de corte, foi
encontrado 0,25 &rvores/ha de DAP (diametro na altura do peito) igual ou superior a 30 cm, sendo que, nessas
&reas, as mudas sdo raras (Verissimo et al., 1995).

Técnicas de cultivo in vitro podem ser usadas para permitir uma multiplicacdo rapida, quando
comparadas com as demais técnicas de propagacdo assexuada. Com a utilizagdo da micropropagacao, existe a
possibilidade de facilitar a multiplicacgo do mogno e, conseqlientemente, aumentar o nimero de plantas. Dessa
maneira, a espécie nativa poderd ser preservada no ecossistema no qual esta inserida, interagindo com outras
espécies, pois a exploracdo serd reduzida. Ainda, mediante essas técnicas, genétipos novos poderdo ser
produzidos por regeneracdo de plantas apds insercdo de genes de interesse nas células da planta. Uma possivel
aplicacdo desse méodo seria a obtencdo de plantas resistentes a insetos, como Hypsipyla grandella, cujo
ataque causa grandes estragos em plantios comerciais de mogno, pois se ndo causar a morte da arvore, pode
provocar bifurcagdes do ramo principal, impossibilitando seu uso madereiro (Yamazaki et al., 1992).

A calogénese é um processo importante para a obtencdo indireta de plantas. Os calos podem conter
células ou grupos de células que possuem centros ativos de divisdo celular. Em condiges adequadas, esses
centros sdo induzidos e se capacitam para producdo de 6rgaos, em alguns casos nos quais ja sao capazes, 0S
centros sdo apenas estimulados. As células que sdo capazes de responder a determinados estimulos sdo
denominadas competentes; nelas podem ocorrer a diferenciacdo cdular e a formagdo de brotos ou raizes
(George, 1996). A competéncia é o primeiro passo para a diferenciacdo celular; o segundo é a inducdo da
determinagcdo em cdulas competentes. As células sdo determinadas quando se submetem a um caminho
particular de desenvolvimento geneticamente programado e continuam sem a influéncia de reguladores de
crescimento (George, 1996).

O objetivo do presente trabalho foi estudar o processo de organogénese em explantes de folhas e raizes
de mogno cultivados na presenca de vérias combinagdes de reguladores de crescimento, em especial a
obtencdo de gemas adventicias. Esse protocolo, uma vez obtido, podera ser utilizado para o desenvolvimento
de novos gendtipos por transformacao genética, ou para a micropropagacao da espécie.

REVISAO DA LITERATURA

Na exploracdo do mogno, quando da retirada de arvores adultas, muitos dos individuos jovens séo
destruidos bem como 0s de outras espécies, ja que estes ocorrem normalmente em grupos. Maguinas pesadas
sdo utilizadas para a retirada das arvores derrubadas, ocasionando também, freqlientemente, a compactacdo
do solo o que impede a germinacdo das sementes. A derrubada seletiva de um nimero pequeno de espécies,
seguida de corte e queima da vegetacdo ao redor do mogno, podem destruir propagulos, brotagdes e bancos
naturais de sementes, prejudicando futuras regeneracoes.

A madera do mogno é a mais valiosa da Amazonia (Verissimo et al., 1995) e a primeira em volume
explorado, com 899.105,52 tondadas exportadas no periodo de 1980-1992 (Brasil, 1992). Sua exploracédo
excessiva pode ter efeitos drésticos que vao desde a reducdo da populacéo natural e, conseqlientemente, da sua
variabilidade genética, até a extingdo da espécie, que pode iniciar uma cadeia de reactes levando a extingdo
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até de grupos inteiros de espécies, em razéo da interdependéncia entre elas (Frankel e Soulé, 1981).

Essa exploracdo intensiva da espécie se deve as caracteristicas e utilidades da madeira, empregada na
fabricacdo de moveis de luxo e em acabamentos internos em construcdo civil para confeccdo de rodapés,
molduras, assoalhos e venezianas. A madeira possui a vantagem de ter alta resisténcia ao ataque de cupins de
madeira seca (Lorenzi, 1996). No momento, sua extragdo esta proibida pelo Decreto de Le n. 4.593, de 13 de
Fevereiro de 2003.

No que se refere ao cultivo in vitro do mogno, pouco se sabe a respeito da metodologia para
regeneracdo de plantas com base em explantes foliares e raizes. Albarran e seus colaboradores (1997)
cultivaram segmentos foliares de mogno em meio de cultura de Murashige e Skoog (1962) (MS) contendo a
metade de sua concentragdo de sais, obtendo a maior resposta em termos de formacéo de calos na presenca de
Tidiazuron (TDZ) (0,9 mM) e &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (22,6 mM).

Além do mogno, outras espécies da familia Mdiaceae tiveram seus tecidos cultivados in vitro, como
folhas e raizes no caso de Naregamia alata, Azadirachta excelsa e Azadirachta indica ("neem”), servindo de
base para a obtencdo de calos e, em alguns casos, de brotos (Shaji et al., 1997; Salvi et al., 2001; Giagnacovo
et al., 2001).

A regeneracdo com base nos explantes pode ser direta, quando a diferenciacdo em gemas se da
diretamente sem a passagem pela fase de calo, ou indireta, quando se forma primeiro um calo (grupo de
células com crescimento desordenado, formando um tecido indiferenciado com baixa determinagéo e eevada
competéncia para formagdo de raizes e gemas adventicias) o qual, posteriormente, se diferencia em gemas
(Torreset al., 2000).

Gragas a totipoténcia, ou capacidade das células vegetais formarem orgdos ou uma planta inteira
(Torres et al., 2000), protocolos para obtencdo de plantas com base em tecidos vegetais tém sido obtidos.
Porém, o que difere no comportamento de células vegetais com a mesma composi¢cao genética € a competéncia
das cdulas-alvo (Torres et al., 2000). Estas possuem a capacidade para responder a estimulos especificos
como, por exemplo, hormonal (Taiz e Zeiger, 2004).

Os reguladores de crescimento sdo fundamentais para o estabelecimento da competéncia e a
determinagdo (canalizagdo para vias particulares do desenvolvimento), condigdes necessarias para a formacgéo
de meristemas caulinares e/ou radiculares (Taiz e Zeiger, 2004).

Nos tecidos vegetais utilizados como explantes, a desdiferenciacdo celular pode resultar na formagdo
de calos com cdulas ou grupos de cdulas competentes. Quando estas sdo transferidas para meios indutores,
tornam-se determinadas, ou sga, comprometidas a uma rota especifica de desenvolvimento (Torres et al.,
2000).

MATERIAISE METODOS

Sementes de mogno foram obtidas de Brasnorte, Mato Grosso. Ap6s a diminagdo do seu tegumento,
foram desinfestadas em Benomyl a 0,05% (nm/v) por um periodo de 10 minutos em agitagdo, seguido de
hipoclorito de sddio 2% (v/v) com 0,1% de Tween 20, por 10 minutos em agitacdo. Em seguida, as sementes
foram colocadas para germinar in vitro em frascos contendo meio de cultura sdlido, composto pelos sais
minerais do meio MS, com a metade de sua concentrag&o, acrescido de 30 g.L™ de sacarose e 1 g.L "de &gar.

Folhas e raizes de plantas de 60 a 220 dias (Tabela 1) foram cortadas em fragmentos de 36 mn? e de
6 mm de comprimento respectivamente. As bordas das folhas foram diminadas e as nervuras mantidas. O
meio basico de culturafoi 0 MS com trés quartos da concentracdo de sais e concentragdo de vitaminas-
padrdo para esse meio, 30 g.L™ de sacarose e 7g.L ™" de &gar (Agar " Granulated”, Becton Dickinson). O pH do
meio foi ajustado em 5,8 antes da adi¢cdo do &gar. Os meios foram autoclavados a 120°C por um periodo de
20 minutos. Em seguida, 20 ml de meio de cultura foram colocados em cada placa de petri.

A inoculacdo dos explantes foliares, nas placas de petri contendo meio de cultura, deixou a superficie
abaxial dos explantes em contato direto com os meios. As culturas foram acondicionadas em camara de
crescimento com temperatura de 27+ 2°C, densidade de fluxo de fétons de 40 mmol. m”.s™ e fotoperiodo de 16
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horas para os explantes na presenca de luz (Tabela 1).

TABELA 1: Idade das matrizes, meios de cultura iniciais e tratamentos luminosos aplicados nas culturas de
explantes de mogno.
TABLE 1: Age of mother plant, initial culture media and light treatment applied to mahogany explants
cultured in vitro.
Tipo de Explantes Meos de Cultura |dade das Plantas Matrizes [luminacdo
(0al3,16el7)*

60 dias Auséncia
Oa6 150 dias Auséncia
210 dias Auséncia
Folhas 90 dias Auséncia
7al3,16e17 99 dias Auséncia
120 dias Auséncia
150 dias Presenca
Oa 6 220 dias Auséncia e Presenca
107 dias Auséncia
Raizes 7al3,16el7 110 dias Auséncia
120 dias Auséncia

* Vide Tabela 2.

Em todos os experimentos, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As variaveis
consideradas nos testes foram a concentragéo e o tipo de regulador de crescimento, a origem dos explantes e a
presenca ou auséncia de luz. A unidade experimental era composta de dez fragmentos de folhas ou dez
fragmentos de raizes, sendo realizadas quatro repetices por tratamento. Os tratamentos utilizaram varias
combinacbes de citocinina [cinetina (CIN) ou 6-benzilaminopurina (BA)] e deauxina [&cido naftaleno-
acético (ANA)], com excegdo do experimento complementar que foi realizado utilizando apenas as
concentracoes de 2,2 e 4,4 nM de BA e 0,5 nM de ANA (meios 16 e 17) (Tabea 2). Os fitorreguladores
foram adicionados a0 meio basico de cultura. Em seguida, os explantes foram subcultivados em meios
contendo combinagdes de BA, 2-isopenteniladenina (2-iP) ou CIN e ANA (meios 14 e 15).

TABELA 2: Concentragdes (em nM) dos reguladores de crescimento, cinetina (CIN), benziladenina (BA) e
&cido naftaleno-acético (ANA), utilizados na cultura de explantes de mogno.

TABLE 2: Concentrations (in mM) of growth regulators, kinetin (CIN), benzylaminopurine (BA) and
naphthalenacetic acid (ANA), used for mahogany explants culture.

Meos de Cultura CIN ANA Meios de Cultura BA ANA
0 0 0 7 0 0
1 2,3 0,11 8 2,2 0,11
2 2,3 0,54 9 2,2 0,54
3 47 0,11 10 4.4 0,11
4 47 0,54 11 4.4 0,54
5 9,3 0,11 12 8,8 0,11
6 9,3 0,54 13 8,8 0,54
16 2,2 0,5
17 4.4 0,5

Os calos obtidos foram avaliados com estereomicroscopio considerando os seguintes critérios: niUmero
de calos por explante (os calos estavam espacados permitindo a contagem), nimero de explantes que
produziram calos e a consisténcia desses (friavels ou compactos) (Figura 1). A taxa de calogénese foi
calculada dividindo-se 0 nimero total de calos (N3) pdo nimero de explantes com calos (N1). Ja a
percentagem de explantes com calos foi obtida dividindo-se 0 nimero de explantes com calos (N1) pelo
numero total de explantes (N2). Para andlise dos dados foi aplicado o teste ndo-paramétrico do c-quadrado.
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Explantes foliares

Os explantes sofreram desinfestacdo em etanol (96%) por 20 segundos, seguido de hipoclorito de
sodio a 6% por quinze minutos e enxaguados em agua estéril adicionada de 1g.L™ de polivinilpirrolidona
(PVP) trés vezes, para evitar a oxidacdo dos tecidos. Em todos o0s experimentos, utilizoaram-se oito placas de
petri com meio de cultura e cinco fragmentos em cada. As placas foram mantidas no escuro na camara de
crescimento. Os explantes foram colocados nos meios com CIN e ANA ou com BA e ANA cujas
concentragOes estdo indicadas na Tabea 2. Foram realizados trés experimentos com as mesmas combinagtes
de reguladores, sendo aidade das plantas-matrizes diferente em cada experimento (Tabea 1).

FIGURA 1. Formagdo de raizes e calogénese com base em explantes foliares de mogno cultivado in vitro:
calos compactos pardos (C) e calos friaves brancos (F), no meio de cultura com Cinetrina e
Acido naftaleno acético (Barra: 0,06 cm).

FIGURE 1: Root formation and calogenesis in leaf explants of mahogany plants grown in vitro: compact
brown callus (C) and friable white callus (F) in medium culture with Cimetrina and Acido
naftaleno acético (Bar: 0.06 cm).

Nos trés experimentos realizados com BA e ANA (meios 7 a 13, 16 e 17), os explantes foliares foram
submetidos a desinfestagdo conforme descrito anteriormente, exceto para o tratamento com hipoclorito de
sodio que foi de 0,6% por um periodo de oito minutos. Ap6s 60 dias, as culturas foram avaliadas e os
explantes com calos transferidos a novos meios de cultura. Os explantes retirados de plantas com 60 dias
foram cultivados num meio contendo 0,88 nM de CIN e 5,4 mM de ANA. Os explantes retirados de plantas
com 90 dias foram transferidos para um meio contendo 0,88 M de CIN e 2,7 nM de ANA. Ja os explantes
retirados de plantas com 120 dias foram distribuidos em meio de cultura sem e com fitorreguladores (0,88 nivi
deBA, 2,5nmM de2-iPel1,1 M de ANA).

Explantes de raizes secundérias

Os explantes foram desinfestados por 20 segundos em etanal (96%), 9 minutos em hipoclorito de
s6dio a 2,4% e enxaguados trés vezes em gua estéril com PVP (1g.L™). O nimero de placas foi de quatro por
meio, com dez explantes por placa. No primeiro experimento os explantes foram retirados de plantas com 150
dias e colocados em meios com CIN e ANA (meios 0 a 6) (Tabea 1) e mantidos na luz. J& no segundo, com 0s
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mesmos meios, os explantes foram retirados de plantas com 220 dias de idade e distribuidos na presenca de
luz por 7 dias e posteriormente na sua auséncia.

Nos outros trés experimentos com BA e ANA, nos meios 7 a 13, os explantes foram retirados de
plantas matrizes com 107, 110 e 120 dias respectivamente. Depois de um periodo de 60 dias, os calos obtidos
foram repicados aos mesmos meios utilizados para os explantes foliares. No primeiro experimento, 0s
explantes foram subcultivados no meio contendo 0,88 mM de CIN e 54 mM de ANA. J4 no segundo
experimento, os explantes foram transferidos para 0 meio de cultura contendo 0,88 mM de CIN e 2,7 nM de
ANA. No experimento com explantes retirados de plantas com 120 dias, estes foram distribuidos em meio de
cultura com as concentracgOes e os fitorreguladores citados anteriormente.

RESULTADOSE DISCUSSAO
Explantes foliares
Efeito das combinactes de CIN e ANA

As concentragtes de 4,7 mM e 9,3 mM de CIN, combinadas com 0,11 e0,54 mM de ANA, induziram &
formagdo do maior nimero de calos. A maior percentagem (70%) de explantes foliares com calos foi
observada na presenca da combinacdo de 4,7 nM de CIN e 0,54 M de ANA (Tabea3). O teste doc-
quadrado confirmou que essas combinagtes de CIN e ANA induzem a calogénese distintamente e que, nas
condigBes citadas, o meio com 4,7 nM de CIN e 0,54 mM de ANA apresentou a maior diferenca entre o
observado e 0 esperado, devendo ser considerado o melhor para inducdo de calos (Tabela 3).

No experimento com explantes retirados de plantas com 210 dias, houve pouca calogénese e, somente
apos 60 dias no meio 2 (2,3 nM de CIN e 0,54 nM de ANA), observou-se o desenvolvimento de raizes
partindo de calos (Figura 1). JA nos explantes retirados de plantas com 60 dias de idade, apds um periodo de
apenas 30 dias, houve 0 desenvolvimento de raizes nos explantes cultivados nos meios contendo 4,7 nM de
CIN com 0,11 nM ou 0,54 nM de ANA € 9,3 "M de CIN com 0,11 M ou 0,54 nM de ANA. O maior
namero de raizes foi observado em explantes retirados de plantas com 60 dias de idade, nos meios com 4,7
nM de CIN e 0,11 ou 0,54 mM de ANA. Essa variagdo nos resultados deve-se provavel mente a diferenca de
idade entre as plantas matrizes utilizadas nos experimentos.

TABELA 3: Efdito de combinagdes de CIN (Cinetrina) e ANA (Acido naftaleno acético) na formac&o de calos
em explantes foliares de plantas de mogno cultivadas in vitro, depois de 30 dias na auséncia de
luz (% de explantes com cal0s).

TABLE 3: Effect of combinations of CIN and ANA on callus formation in mahogany leaf explants after 30

days of culturein the dark (% of explants forming callus).

Concentragdo (mM) Percentagem de Explantes com Calos
(Idade das Matrizes Doadoras dos Explantes)

CIN | ANA 60 dias | 150 dias | 210 dias

0 0 0 0 0
2,3 0,11 10 0 0
2,3 0,54 10 0 25
4,7 0,11 0 19 0
4,7 0,54 70 25 0
9,3 0,11 10 0 6
9,3 0,54 0 25 0

Efeito das combinacbes de BA e ANA

Com esses tratamentos, novamente foi observada uma intensa formacdo de calos. A percentagem de
explantes com calos variou de 75 a 100%, exceto para a primeira combinacgéo, testada com material de planta
de 125 dias (55%) (Tabda 4). Quanto a taxa de calogénese, a maior (49%) foi obtida nesse tipo de explantes,
cultivados em presenca de 2,2 ou 4,4 nM de BA e 0,11 nM de ANA (Tabela 4). De acordo com o resultado
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observado e confirmado pelo teste do c-quadrado, os meios induziram a formacdo de calos com intensidades
diferentes.

Nesse segundo experimento, a idade das plantas-matrizes afetou pouco a resposta dos explantes
quanto a formac&o de calos. Além disso, quando se compara esse experimento ao anterior, é possivel notar que
a percentagem de explantes formando calos foi maior na presenca de combinagbes de BA e ANA que na
presenca de combinacfes de CIN e ANA.

Os explantes transferidos para o meio contendo 1,2 nM de CIN e 2,7 nM de ANA (meio 14)
apresentaram raizes apés 30 dias, apesar da presenca de CIN no meio de cultura. As raizes tiveram origem de
calos ou diretamente do limbo foliar. As maiores taxas de rizogénese, ap6s 30 dias, foram obtidas dos
explantes provenientes dos meios contendo 4,4 nM de BA e 0,11 nM ou 0,54 mM de ANA (Tabda 5). O
nimero de raizes e as taxas de rizogénese aumentaram ap6s 60 dias, em razdo do efeito da auxina e da
reducdo do efeito da citocinina

TABELA 4: Efeito de combinagdes de BA (benziladenina) e ANA (&cido naftaleno acético) na formagéo de
calos em explantes foliares de plantas de mogno cultivadas in vitro, depois de 30 dias na auséncia
deluz.

TABLE 4: Effect of combinations of benzylaminopurine (BA) and naphthalenacetic acid (ANA) on callus

formation in mahogany leaf explants after 30 days of culturein the dark.

Concentragdo (mM) Percentagem de Explantes com Calos
(Idade das Matrizes dos Explantes)
BA | ANA 90 dias | 100 dias | 125 dias
2,2 0,11 100 75 55
2,2 0,54 95 100 95
4,4 0,11 85 100 75
4,4 0,54 90 84 94
8,8 0,11 80 85 90
8,8 0,54 85 95 100
Concentragdo (mM) Taxa de Calogénese
(Idade das Matrizes dos Explantes)
BA | ANA 90 dias | 100 dias | 125 dias
2,2 0,11 13 53 49
2,2 0,54 17 10 31
4,4 0,11 25 8,6 49
4,4 0,54 32 8 30
8,8 0,11 39 16 23
8,8 0,54 33 16 32

Mediante o teste do c-quadrado foi confirmado que os explantes cultivados em meios diferentes antes
do meio de subcultura 14 ndo sdo iguais para a inducdo de raizes. Logo, apds 30 dias nesse meio de
subcultura, os explantes ndo produziram o mesmo nimero de raizes em razéo do efeito dos meios anteriores.
Esse fato também foi observado no meio de subcultura 15 com 1,2 nM de CIN e 5,4 mM de ANA (Tabea 5).
Porém, o nimero médio de raizes nesse Ultimo meio foi menor (1,87) comparado ao niimero médio obtido no
meio 14 que continha uma menor concentracdo de ANA (3,62). Esses resultados mostraram que a menor
concentracdo de ANA (2,7 mM) (meio 14) foi responsave pela maior indugdo de raizes, 188 raizes em 52
explantes de um total de 120 explantes, para a mesma concentragdo de CIN (1,2 mM), em comparagdo com a
concentracdo de 5,4 mM (meio 15), que induziu a formagéo de 58 raizes em 31 explantes.

Quando os explantes foliares foram transferidos dos meios com BA e ANA para 0 meo sem
fitorreguladores e para o meio adicionado de 0,88 miM de BA, 2,5 nM de 2-iP e 1,1 mM de ANA, néo foi
observada a formagdo de raizes, apenas a de calos, provavelmente pela concentragdo alta de citocinina e baixa
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de ANA. De acordo com os resultados, ndo foram as concentractes de BA e ANA dos meios anteriores que
induziram a formag&o de raizes, pois no meio de subcultivo sem reguladores estas ndo foram originadas.

Em todos os experimentos com folhas, os calos se originaram das bordas do limbo foliar, das nervuras
central e laterais e em diferentes regides do limbo, porém, em menor nimero nessa Ultima regido da folha
Quanto a consisténcia e coloragdo dos calos, houve calos compactos pardos ou incolores e outros fridveis de
cor branca (Figura 1).

TABELA 5: Formagdo de raizes em explantes retirados dos meios de cultura 7 a 13 (com benziladenina e
&cido naftaleno acético) e subcultivados nos meios 14 (CIN 1,2 mM e ANA 2,7 nM) e 15 (CIN
1,2 MM e ANA 5,4 mM), na auséncia de luz.
TABLE 5: Formation of roots in explants cultured in the media 7 to 13 (with benzylaminopurine and
naphthalenacetic acid) and subcultured in media 14 (CIN 1.2 nM and ANA 2.7 nM) and 15
(CIN 1.2 nM and ANA 5.4 nM) in the dark.

Concentracéo de Fitorreguladores no Meio Inicial Taxa de Rizogénese

(mM) (N. deraizes/N. de explantes com raizes)
BA | ANA Meio 14 Meio 15
2,2 0,11 2,7 (30/11) 1,0 (3/3)
2,2 0,54 3,1(43/14) 1,8 (18/10)
4,4 0,11 4,4 (22/5) 1,7 (12/7)
4,4 0,54 4,3 (69/16) 3,4 (17/5)
8,9 0,11 4,0 (24/6) 1,6 (5/3)
8,9 0,54 0 1,0 (3/3)

Explantes de raizes
Efeito das combinactes de CIN e ANA

A Unica resposta dos explantes nas combinagdes desses reguladores foi uma calogénese reduzida no
meio 2 (2,3 mM de CIN e 0,54 M de ANA), na presencga de luz.

Efeito das combinacdes de BA e ANA

A maior percentagem de explantes com calos foi observada no meio 9 (2,2 nM de BA e 0,54 nM de
ANA) para os explantes retirados de plantas com 120 dias de idade e as maiores taxas de calogénese no meio
contendo 8,9 MM de BA e 0,54 nM de ANA, para os explantes de 110 dias, apesar de ser um meio no qual
poucos explantes formaram calos (Tabela 6).

O teste do c-quadrado confirmou o resultado observado de que diferentes combinagtes de
reguladores de crescimento induzem a formagéo de calos (Figura 2), em intensidades diferentes, e possibilitou
a identificagdo do meio contendo 4,4 nM de BA e 0,54 mM de ANA como sendo o melhor para calogénese de
explantes de raizes.

No caso do mogno, experimentos utilizando tecidos foliares ndo permitiram, ainda, a formacdo de
brotos. Albarran et al. (1997) utilizaram segmentos foliares e obtiveram a maior formacdo de calos no meio
MS com a metade da sua concentracéo de sais, adicionado de 0,09 "M de TDZ e 22,6 nM de 2,4-D. Outros
pesquisadores (Venketeswaran et al., 1988) cultivaram pedacos de folhas e do tecido cotiledonar de mogno no
meio MS modificado e suplementado com 9,1 mM de 2,4-D e 54 nM de ANA, e também observaram a
formacdo de calos.

Em outros trabalhos com espécimes da familia Mdiaceae, como Naregamia alata, foram
desenvolvidos brotos diretamente, sem a formagdo de calos, partindo de explantes foliares em meio MS com
4,9 "M de BA e5,8 nM de GA; (Shaji et al., 1997). Em explantes foliares e de raizes de Azadirachta indica
cultivados em meio MS com 8,8 mM de BA e 0,57 nM de &cido indolacético, brotos se desenvolveram (Salvi
et al., 2001). Esses resultados indicam variagOes entre as espécies dessa mesma familia. No presente trabalho,
avaliando-se meios com concentragbes parecidas de BA (8,8 niM) e ANA (0,54 miM) e 0 mesmo tipo de
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explante, a producdo de brotos ndo foi obtida. J& na espécie Azadirachta excelsa, os calos se desenvolveram
no meio M S adicionado de 19,6 nM de &cido indolbutirico (AIB) e 4,4 nM de BA e, parainducdo de brotos, a
concentracdo de BA foi aumentada para 8,9 nM (Giagnacovo et al., 2001).

TABELA 6: Efeito de combinagdes de benziladenina e &cido naftaleno acéico na formacdo de calos em
explantes de raizes de mogno cultivados por 30 dias na auséncia de luz.
TABLE 6: Effect of combinations of benzylaminopurine and naphthalenacetic acid on the formation of callus
in mahogany root explants after 30 days of culture in the dark.

Concentragdo (M) Percentagem de Explantes com Calos

(Idade das Plantas-matrizes)
BA ANA 107 dias 110 dias 120 dias
2,2 0,11 0 12,5 10
2,2 0,54 5 10 55
4,4 0,11 2 5 18
4,4 0,54 2 20 28
8,9 0,11 2 10 2
8,9 0,54 0 5 0
Concentragdo (mM) Taxas de Calogénese

(Idade das Plantas-matrizes)
BA ANA 107 dias 110 dias 120 dias
2,2 0,11 0 13 18
2,2 0,54 1 15 15
4,4 0,11 1 1 1,6
4,4 0,54 2 5 1,6
8,9 0,11 1 13 1
8,9 0,54 0 13,5 0

FIGURA 2: Calogénese partindo de raizes de plantas de mogno crescidas in vitro, com 110 dias de idade, em
meio de cultura contendo benziladenina e &cido naftaleno acético (Barra: 0,08 cm).

FIGURE 2: Calogenesisin root of 120 days old mahogany plants grown in vitro on culture medium containing
benzylaminopurine and naphthal enacetic acid (Bar: 0.08 cm).
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Kumar et al. (1991), utilizando apenas BA nas concentracdes de 2,2 a 8,8 nmM, puderam observar a
diferenciagdo de brotos em Dalbergia sissoo. Esses brotos foram obtidos com base em calos de céulas de
origem cambial. 1sso indica que as concentracfes de BA, que induziram a formacéo de brotos nessa espécie,
ndo foram capazes de provocar a diferenciacdo em calos de mogno. Provavemente, a indugéo de brotos ndo
foi obtida no caso do mogno por se tratar de outro tipo de explante ou em razéo da presenca de auxina junto
com a citocinina.

Em explantes nodais e foliares de Eucalyptus dunnii, cultivados em meo MS com 1/6 da
concentracdo de célcio e os reguladores BA e ANA em um balango de 5:1, foram obtidas gemas (Jobin e
Termignoni, 1989). No presente trabalho, o balango mais préximo de 5:1 foi o de4:1 (meio 9) efoi observada
somente a calogénese. A producdo de gemas nos explantes foliares de Eucal yptus dunnii provavemente foi em
consequiéncia da diminuicdo da concentracéo de calcio e ou ao balanco de 5:1 de BA e ANA.

No caso da macieira (Malavasi e Predieri, 1990), foram obtidos brotos partindo de explantes foliares
cultivados em meio de cultura MS com adicéo de 2,2 ou 4,4 nM de BA e 0,5 nM de AIB, assim como no
meio de cultura N6 (Chu et al., 1975) contendo as mesmas concentragdes de BA e AIB. No presente trabalho,
um experimento complementar foi realizado para testar as concentragdes dos reguladores de crescimento (meio
16) em explantes foliares e de raizes de plantas cultivadas in vitro. Nesse caso, 0 resultado foi apenas a
formac&o de calos. Por outro lado, ndo foram obtidos brotos apesar de terem sido testadas concentrages de
BA (2,2 e4,4 nM ) idénticas as testadas no experimento de Malavasi e Predieri (1990) com explantes foliares
de macieira. Tais pesquisadores obtiveram brotos e destacaram a importancia das citocininas na calogénese.
Em nosso trabalho, a auséncia de gemas adventicias pode ser por causa da utilizagdo de ANA em vez de AIB
(0,5 mM), ou ao fato da macieira ser uma espécie muito diferente do mogno cujas células requerem outras
combinagdes de fitorreguladores para se tornarem competentes.

CONCLUSOES

A formagao de calo é abundante nos explantes de folhas e raizes de mogno cultivados in vitro. Nos
explantes foliares, os maiores nimeros de calos foram obtidos na presenca das combinagfes de citocinina e
auxina a seguir: BA (4,4 mM) com ANA (0,11 niM) e BA (8,9 mM) com ANA (0,11 nM ou 0,54 mM). Certos
calos se diferenciaram em raizes, 0 maior nimero sendo obtido nos explantes cultivados em meio de culturas
contendo 1,2 mM de CIN combinada com 2,7 ou 5,4 nM de ANA, com uma média de quatro raizes por
explante.

Nos explantes radiculares, houve apenas a formagédo de calos, em pequeno nimero, quando a cinetina
foi combinada com ANA, enquanto que na presenca de 2,2 mM de BA e 0,54 nM de ANA, foi induzido um
dos maiores nimeros de calos.

O balanco hormonal propicio ao desenvolvimento de gemas adventicias ndo foi, entretanto,

encontrado. Para atingir tal objetivo, outras combinagbes ou outros tipos de fitorreguladores precisam ser
testados.
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