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RESUMO

Cedrela fissilis Velloso (Meliaceae) € uma espécie nativa da Floresta Atléantica (Sul
do Brasil) em risco de extingio, que produz madeira de grande valor econdmico. Como
outros membros da familia Meliaceae, devido ao seu grande valor, poderia ser explorada
em programas de reflorestamento, mas danos causados pelo severo ataque de Hypsipyla
grandella Zell. (Pyralidae) e Oncideres sp. (Cerambycidae) causando perfuragbes nos
brotos, restringem a sua utilizagdo em plantios em larga escala. Os objetivos deste estudo
foram o desenvolvimento de sistemas de cultura e conservagio “in vitro” para esta espécie.
Um protocolo de micropropagacdo eficiente foi desenvolvido usando-se segmentos nodais
cotiledonares de plantulas axénicas. A proliferagdo de ramos foi significativamente afetada
por BA, sendo que valores méximos de multiplicagdo foram obtidos em meio MS
suplementado com 0.25-0.5 mg/l. O enraizamento ocorreu com sucesso em meio MS/2
desprovido de reguladores de crescimento, obtendo-se de 87-100% de microestacas
enraizadas, apds 12 dias. As plantas micropropagadas foram aclimatadas com sucesso,
obtendo-se apds 21 dias, 100% de sobrevivéncia em areia esterilizada, mas para o
desenvolvimento posterior a mistura areia/solo (1:1) foi o melhor substrato. Altas
freqiiéncias de indug8io de calos foram obtidas a partir de segmentos nodais cotiledonares,
de segmentos de epicétilo e hipocétilo e de segmentos cotiledonares. Efeitos sinergisticos e
maximo crescimento de calos foram observados quando segmentos nodais cotiledonares
foram cultivados em presenga de luz, na posi¢do vertical em meio MS suplementado com
combinag8es de 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA ou 1.0 mg/l de BA ¢ 0.25 mg/l de
NAA. A melhor condigdo de cultura para iniciagdo e crescimento de calos a partir de
segmentos de epicétilo e hipocétilo ocorreram em meio MS suplementado com 1.0 mg/l de
2,4-D ou 0.25 mg/l de NAA, no escuro enquanto que a partir de segmentos cotiledonares
foi em meio MS suplementado com 3.0 mg/l BA combinado com 0.25 mg/l de NAA.
Sementes foram criopreservadas com sucesso (91.6% de sobrevivéncia) apos a imersdo
direta em nitrogénio liquido e descongelamento répido a 45°C. As plantulas foram
aclmiatadas com sucesso, com crescimento normal, nio apresentando anormalidades
morfolégicas. Apices e segmentos nodais encapsulados sobreviveram ao armazenamento
“in vitro” (43.7%), em substrato contendo somente 4dgua geleificada com 0.4% de agar. O
estabelecimento de protocolos de micropropagacéo, cultura de calos € de conservagdo “in
vitro”, possibilitam o uso das técnicas de cultura de 6rgdos/células para futuros estudos de
propagacdo vegetativa, regeneragiio de ramos a partir de calos, transformagdo genética,
producio de metabdlitos secundérios e conservagdo de germoplasma.



SUMMARY

Cedrela fissilis Velloso (Meliaceae) is a valuable fast growing timber tree species
from the endangered Atlantic rainforest (South of Brasil). Like several members of the
Meliaceae it is a potentially very valuable plantation species but damage by shoot borers is
the main restraint to its large scale utilization in reforestation programs. It is heavily
attacked by Hypsipyla grandella Zell. (Pyralidae) and Oncideres sp (Cerambycidae). This
study is focussed on the development of in vifro culture and in vitro conservation systems
for this species. An efficient micropropagation protocol was developed using cotyledonary
nodal segments from juvenile origin. Shoot proliferation rates were significantly affected
"~ by BA concentration and maximum multiplication rates were achieved on MS media
supplemented with 0.25-0.5 mg/1. Rooting was successfully achieved with 87-100% of the
microshoots on MS/2 deprived of growth regulators, after 12 days. Regenerated plants
(100%) were successfully acclimatized after 21 days on sterilized sand but for further plant
development the sand:soil (1:1) mixture was the best substrate. Callus induction at high
frequencies were achieved from cotyledonary nodal segments, epycotil and hypocotil
segments and from cotyledon segments. Synergistic effects and maximum callus growth
were observed when cotyledonary nodal segment explants were cultured in the light and
oriented in the vertical position on MS medium supplemented with combinations of either
0.5 mg/l BA and 1.0 mg/l NAA or 1.0 mg/l BA and 0.25 mg/l NAA. The best culture
conditions for callus initiation and growth from epycotil and hypocotil segments were
achieved on MS supplemented with either 1.0 mg/l 2,4-D or 0.25 mg/l NAA, in the dark,
and from cotyledon segments on MS supplemented with 3.0 mg/l BA combined with 0.25
mg/l NAA. Seeds were successfully cryopreserved (91.6% survival rate) after direct
imersion in liquid nitrogen and rapid warming (45°C). The seedlings were successfully
acclimatized and grew well without morphological abnormalities. Encapsulated shoot tips
and nodal segments survived the in vitro storage (43.7%) on substrate containing only
water solidified with 0.4% agar. The availability of micropropagation, callus culture and in
vitro conservation protocols offer the possibilities to use the organ/cell culture techniques
for subsequent studies on vegetative propagation, shoot regeneration from callus, genetic
transformation, secondary metabolism and germplasm conservation.



1-INTRODUCAO

As florestas sdo a fonte principal de produtos basicos necessarios a sobrevivéncia
dos seres humanos, tais como madeira, frutas, fibras, combustiveis, produtos medicinais,
resinas, Oleos essenciais, pigmentos, cosméticos, inseticidas e repelentes naturais. A
biodiversidade das florestas tropical e subtropical possibilita que plantas sejam utilizadas
como matéria-prima para a produgdo de analgésicos, diuréticos, antibiGticos e
tranquilizantes e os valores comerciélizados mundialmente alcangam ao redor de 20 bilhdes
de dolares anuais (MYERS 1983, 1988). TZFIRA et al. (1998), reforcam que as florestas
sd0 muito importantes para economia mundial e para manutengio e preservagdo de nossos
ecossistemas. Segundo estes autores, as espécies arboreas florestais possuem uma grande
utilizagdo comercial como na construgio civil, matéria-prima para papel e produgdo de
polpa e como fonte de energia. A demanda global por madeira, para estes usos, ndo tera
decréscimo num futuro préximo, muito pelo contrario, tendera a aumentar.

A Floresta Atlantica est4 localizada na costa Atlantica entre as latitudes 6°S e 30°S e
longitudes 30°W para 50°W, com altitudes variando do nivel do mar até 2700 metros. Se
extende desde o Estado do Rio Grande do Norte, na regido Nordeste do Brasil, até o Estado
do Rio Grande do Sul, no extremo Sul do pais, regido ocupada por 70% do total da
' populagdo brasileira. A floresta original foi devastada quase que completamente nos
Estados de Sergipe, Pernambuco e Alagoas, festando 1-3% da floresta original e vegetacdo
secundaria. Nos Estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Parana (Sudeste do Brasil) restam
de 10-19% da floresta original e Santa Catarina (Sul do Brasil) € o Estado com a maior area
de floresta remanescente, com 31% (CIMA, 1991). Apesar do nivel drastico de
desmatamento, a Floresta Atlantica apresenta o mais alto nivel de diversidade de plantas,
aproximadamente 10 mil espécies (MORI, BOOM & PRANCE, 1981; Fundagido SOS Mata
Atlantica, 1992; VIANA et al., 1997). |

Vérios fatores biéticos e abibticos contribuiram para que a Floresta Atlantica se
tornasse um dos ecossistemas com maiores riscos de extingdo do mundo (Fundagio SOS
Mata Atlantica, 1992). Estes fatores incluem: a continua, intensiva e seletiva extragéo de
madeira, a expansdo da agricultura nas ultimas décadas e o crescimento populacional na



costa Atlantica do Brasil. REITZ -et al. (1979) cita a expansdo drastica da agricultura
durante as décadas de 50 e 70, associada com a extragdo intensiva de espécies de arvores,
sem o devido replantio, como as principais causas da redugdo das florestas nativas do Sul
do Brasil. Os principais fatores bidticos, que podem interferir na regenera¢io natural e
disponibilidade de plantulas para programas de reflorestamento ou adensamento, séo a
floragdo esporadica, e as baixas qualidade e periodo de viabilidade das sementes. Além
disto, fatores como o crescimento lento de varias espécies, a suscetibilidade das mesmas a
doencas e atagues por insetos € ¢ pouco conhecimento éobre a ecologia e reproducgdo
vegetativa, sdo causadores das principais limitagdes & produg¢do comercial e a regeneragio
artificial (CARVALHO, 1994; VIANA et al, 1999). Desta forma, programas de
conservagdo tem sido estabelecidos para um niimero muito pequeno de espécies florestais
nativas brasileiras. CARVALHO (1994) menciona que entre as 100 espécies nativas mais
importantes do Brasil, existem programas de conservagdo, “in situ” e/ou “ex situ”, para
aproximadamente 17 espécies. Esse autor indica a necessidade urgente de estabelecimento
de programas de conservagfio para espécies da Floresta Atlantica como, Cedrela fissilis,
Ocotea odorifera, Ocotea porosa, Ocotea catharinensis, € Calophyllum brasiliense.
Entretanto, o estabelecimento de estratégias de conservagio das espécies nativas brasileiras
exige informagées sobre a biologia reprodutiva e a ecologia destas espécies e, a integragéo
das mesmas com informag¢des oriundas de estudos sobre a variabilidade genética e
marcadores moleculares (VIANA et al. 1999). Estes autores indicam que auséncia de
informagGes sobre a estrutura genética das populagdes de espécies florestais brasileiras,
causam restri¢Ges ao desenvolvimento de estratégias de conservagéo € impede a utilizagdo
sustentavel destes recursos genéticos. Ressaltam ainda que, a disponibilidade crescente de |
informagdes, para varias espécies florestais nativas, sobre sistemas de cultura de embrides
zZigoéticos, embriogénese somatica, micropropagag#o, cultura de calos, suspensdes celulares
e biotecniologia da conservagio, integradas com a caracteriza¢io molecular, forneceréo as
bases para a integragdo com as abordagens convencionais, possibilitando a conservagio de
germoplasma de espécies nativas brasileiras, a curto, médio e longo prazos.

A Biotecnologia Vegetal, pbrtanto, através da aplicagdo de técnicas de cultura“‘in
vitro” de plantas, possibilita que novas abordagens sejam utilizadas para o resgate e

conservagdo genética de espécies florestais, além de permitir o desenvolvimento de



sistemas de regeneragdo, para a transformagdo genética, clonagem rapida ¢ em massa de
gendtipos selecionados e a produgdio de metabdlitos secundarios a partir de culturas de
células e/ou tecidos (HAINES, 1994). Além disto, varias outras biotecnologias vegetais que
incluem a hibridiza¢do somatica através da fusdo de protoplastos, métodos para fertilizagdo
e desenvolvimento de embrides “in vitro”, a produgio de plantas hapléides “in vitro” e a
producio de sementes sintéticas usando embrides somaticos, sdo também essenciais para a
conservagio e utilizagdo em programas de melhoramento genético de espécies florestais.

Uma aplicagdo importante da Biotecnologia Vegetal no melhoramento genético de
espécies florestais, € possibilitar o desenvolvimento de métodos de transformagéo genética,
capazes de tornar as plantas resistentes aos ataques por insetos, virus, fungos, nematoides,
Bactérias, ou ainda tolerantes a herbicidas e ao frio. Através do estabelecimento de sistemas
de regeneracgdo direta e/ou indireta e de sistemas de transformac@o eficientes € possivel a
producio e multiplicagdo, em larga escala, de clones selecionados, geneticamente
transformados (MERTENS et al., 1996; WRIGHT, 1997; TZFIRA et al., 1998). A
engenharia genética possibilita a transferéncia de resisténcia ao ataque de insetos através de
duas estratégias principais: inser¢do de genes, que expressam as toxinas de Bacillus
thuringiensis ou de genes inibidores de proteinases (VAECK et al., 1989; GATEHOUSE et
al., 1991; HAINES, 1994; TZFIRA et al., 1998). Por exemplo, LEPLE et al. apud HAINES
(1994) obtiveram plantas transgénicas de dlamo capazes de expressar, em altos niveis, 0s
genes inibidores de proteinases de soja e arroz, tornando-as tolerantes ao ataque por duas
espécies de coledpteros ¢ HAINES (1994) sugere a utilizacdo ~desta tecnologia como
alternativa, para o desenvolvimento de resisténcia ao ataque por insetos em Melidceas.

A técnica de micropropaga¢io pode ser empregada para a propagac¢do de arvores
especialmente selecionadas (elites) e/ou das progénies dos melhores individuos (EL-
LAKANY, 1992). A propagacdo clonal, por cultura de gemas ou por embriogénese
somatica, possibilita a produgio de grande nimero de propagulos de plantas selecionadas
e/ou transformadas geneticamente, em curto espago de tempo, com controle fitossanitario,
para programas extensiizos de reflorestamento (HULSE, 1992; HARTNEY & SVENSSON,
1992; ASHMORE, 1997; TZFIRA, 1998). A aplicagdo de técnicas de cultura “in vitro” de
embrides zigdticos, micropropagagéo e embriogénese somatica, associadas as técnicas de

conservagdo “in vitro”, tais como técnicas de limitagdo do crescimento e criopreservagéo,



formam a base para o estabelecimento de estratégias de conservagio € manejo de recursos
genéticos e utilizacio sustentavel de espécies de arvores economicamente importantes, mas
que sdo raras e/ou apresentam sementes recalcitrantes (FAY, 1994; ASHMORE, 1997;
HARDING et al., 1997; VIANA et al., 1999).

A aplicagdo de técnicas de cultura “in vitro” para o desenvolvimento de cultura de
células e orgdos de espécies de arvores raras, que possuem grande valor econdmico e que
produzem compostos biologicamente ativos, representa um enorme potencial a ser
explorado. Estes sistemas podem ser utilizados para os estudos sobre as vias de biossintese
dos compostos de interesse e para manipulagGes que viabilizem a produgdo de metabélitos
secundarios “in vitro”. Compostos de importincia produzidos naturalmente por plantas
lenhosas de crescimento lento, como o taxol, sdo os que apresentam maior potencial para a
producdo através de sistemas de cultura “in vitro”. A aplicagéo desta tecnologia torna
possivel a produgdo de metabdlitos secundérios “in vitro” e o desenvolvimento de sistemas
que possibilitem a conservagéo de linhagens celulares altamente produtoras, assegurando
assim formas alternativas para exploragfio racional e sustentavel das espécies de arvores
nativas, presentes em ecossistemas ameacgados (VIANA et al. 1999).

Um fato a ressaltar € que as possibilidades biotecnoldgicas mencionadas acima tem
sido aplicadas a um nimero muito pequeno de espécies florestais nativas do Brasil
(VIANA et al. 1999). Os objetivos deste estudo, portanto, foram desenvolver sistemas de
cultura “in vitro” para Cedrela fissilis Vellozo (Cedro), espécie de arvore nativa da Floresta
Atlantica brasileira, através do estabelecimento de sistemas de micropropagagio, de cultura
de calos e de consefvagﬁo “in vitro” que possibilitem futuras pesquisas visando a
transformagdio genética, o resgate e conservagdo de germoplasma, a produgdo em larga

escala de gendtipos selecionados e a producgdo e anélise de metaboélitos secundérios.



2- REVISAO

O GENERO Cedrela: UMA REVISAO DA BIOLOGIA/ECOLOGIA,
IMPORTANCIA ECONOMICA, PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS E
BIOTECNOLOGIA

2.1. Biologia/Ecologia

O género Cedrela pertence a familia Meliaceae que apresenta géneros de grande
importancia, tais como Cedrela (cedros) e Swietenia (mogno) entre outros, Cabralea,
Carapa, Guarea ¢ Trichilia (KLEIN, 1984; LORENZI, 1992). Estes géneros ocorrem
predominantemente em florestas tropicais, que estdo fortemente ameagadas de extingdo,
pela excessiva exploragdo madeireira e destruigcdo de suas dreas naturais de disperséo.

Muitos dos representantes da familia Meliaceae poderiam ser explorados em
programas de reflorestamento. Porém, esforgos no sentido de se estabelecer plantagdes
homogeéneas, em larga escala, de algumas dessas espécies de extrema importincia, como
dos géneros Khaya e Entandrophragma na Africa, Swietenia e Cedrela na América Latina
e Toona na Asia e Australia, invariavelmente resultam em fracasso (PAULA et al., 1997).
Este insucesso se d4 em fungdo principalmente do ataque da broca perfuradora de brotos,
Hypsipyla grandella (Lepidoptera: Pyralidae) (AGOSTINHO et al., 1994) e em menor
escala, os cedros pbdem ser atacados pelo coledptero serra-serra ou serrador (Oncideres
sp.) da familia Cerambycidae, que corta os ramos novos das plantas de cedro em
crescimento (REITZ et al., 1979). Em fungdo disto LORENZI (1992) recomenda que C.
fissilis nunca seja plantada em agrupamentos homogéneos e sim em reflorestamentos
heterogéneos.

O género Cedrela compreende cerca de oito espécies de ocorréncia nos tropicos
americanos, sendo que trés delas s3o encontradas no Sul do Brasil (Cedrela fissilis, Cedrela
odorata e Cedrela lilloi), em regides de Floresta Estacional Decidual ou Semidecidual
(KLEIN, 1984). A espécie de cedro mais comum no Sul do Brasil é a C. fissilis Vellozo,
com ampla dispersdo por praticamente todas as florestas dos Estados do Parani, Santa



Catarina e Rio Grande do Sul, ocorrendo porém em menor freqiiéncia em todo pais. E uma
espécie heliofita ou de luz difusa e seletiva higrofita, desenvolvendo-se no interior das
florestas primarias, podendo também ser encontrada como espécie pioneira na vegetagéo
secundaria. Ocorre preferencialmente em solos timidos e profundos como os encontrados
nos vales e planicies aluviais. As arvores atingem de 20-35 metros de altura na maturidade.
Floresce durante os meses de agosto a setembro, sendo qué os frutos amadurecem durante
os meses de junho a agosto, produzindo grande quantidade de sementes com alta
viabilidade ¢ que se mantém vidveis por tempo superioria 4 meses. A germinagdo ¢
abundante e ocorre em 12-18 dias. O desenvolvimento das plantas no campo € rapido,
podendo atingir 3-4 metros de altura aos 2 anos (LORENZI, 1992).

C. mexicana M.J. Roem., que muitos autores inclusive KLLEIN (1984), consideram
como sendo sinonimia de C. odorata , ocorre desde o México até o norte da Argentina. Esta
espécie apresenta dispersio restrita, descontinua e inexpressiva no sul do Brasil. E também
uma espécie heliéfita ou de luz difusa e seletiva higréfita, possivelmente muito rara no
interior das florestas do sul do Brasil (KLEIN, 1984). E mais comum no norte do Brasil,
sendo uma das madeiras mais exploradas nas florestas de terra firme da Amazdnia
(LISBOA etal., 1991).

2.2. Importincia Econdomica e Producie de Compostos Bioativos

Muitos géneros da familia Meliaceae, entre eles Cedrela e Swietenia, apresentam
grande valor e potencial de exploragéo econdmica em fungéo da excelente qualidade da
madeira que produzem para diversos fins, € pela producdo de compostos com agdo
medicinal e inseticida. Apresentam importante potencial de utilizagio em programas de
reflorestamento de 4reas degradadas, de areas de preservagio permanente e também pela
possibilidade de exploragéo do potencial ornamental em projetos paisagisticos de parques e
grandes jardins (KLEIN, 1984; LORENZI, 1992).

Virias espécies desta familia possuem destacado uso na medicina natural, sendo
reconhecidas por suas propriedades terapéuticas, tais como agdo anti-viral, anti-helmintica,
anti-reumatica ¢ anti-inflamatéria. BENENCIA et al. (1995) constataram a existéncia de

acdo no sistema imunoldgico, em processos relacionados as respostas inflamatdrias em



varios representantes desta familia, como em Cedrela tubiflora. Também € relatada a
atividade antitumoral em extratos de TIrichilia clausenii por PUPO et al. (1994) e
tratamento de paralisia infantil com o dleo obtido de C. fissilis, utilizado na forma' de
pilulas e massagem (SOUZA & SILVA, 1994). Produzem ainda comumente, compostos
quimicos da classe dos triterpenos, denominados limondides, muitos dos quais tém
. demonstrado bioatividade contra insetos (ISMAN et al.; CHAMPAGNE et al. apud PUPO
et al., 1997). BOHNENSTENGEL et al. (1999), que pesquisam novos inseticidas de plantas
da familia Meliaceae, isolaram trés novos derivados méliacarpim diacilados (C-seco
limondides), a partir de folhas de Melia azaderach, sendo que estes novos compostos
mostraram forte atividade inseticida contra larvas de Spodoptera littoralis (Noctuidae), um
inseto polifago. VALLADARES et al. (1997) avaliaram o efeito de extrato etandlico,
obtido de frutos de Melia azaderach, como inseticida bioldgico em folhas de Elmo, planta
ornamental na Argentina. Observaram que esses extratos exibiam atividade inseticida
contra larvas e adultos de um besouro (Xanthogalleruca Iuteola Coleoptero:
Chrysomelidae), constatando o controle eficiente de larvas e adultos, quando o extrato era
pulverizado sobre as folhas de Elmo. Quando o extrato era aplicado diretamente sobre
larvas e adultos, verificaram que somente havia controle sobre as larvas. BRAVERMAN et
al. (1998) utilizaram um bioinseticida, derivado de extrato de Meliaceae, o Agl000, para
. controle de vespas (Vespula germanica). Estas vespas sdo vetores de inflamagGes na pele e
de problemas de mastite em f&€meas bovinas. Nos experimentos conduzidos os autores
compararam a atividade deste bioinseticida com outros inseticidas quimicos, obtendo como
resultado, a repulsa total das vespas quando o Agl000 era utilizado na isca repelente.

Foram também isolados de extrato metandlico de Trichilia claussenii tr€s novos
esterdides, o androsteno, pregnand e hemicetal (PUPO et al., 1997) ¢ também um
triterpendide do tipo cicloartano (PUPO et al. apud PUPO et al. 1997). Outros
triterpendides do tipo cicloartano foram isolados de Aglaia harmsiana, outra Meliaceae
(INADA et al., 1997). v

C. fissilis é utilizada na medicina popular como adstringente, ténico e anti-
inflamatério. Além disso, por processos de destilacdo da madeira obtém-se um 6leo. com
propriedades inseticidas (KLEIN, 1984). Fornece madeira de cor varidvel, de uso
generalizado. Em virtude de suas 6timas e multiplas propriedades é empregada em



compensados, contraplacados, esculturas e obras de talha, méveis em geral, construgio
civil, naval e aecrondutica, instrumentos musicais entre outras (LORENZI, 1992). Para PIO
CORREA apud KLEIN (1984) C. fissilis é uma de nossas principais arvores e relata que,
em fungiio do seu rapido crescimento, mesmo por estacas, e pela sua utilidade, alguns
cientistas franceses aconselharam seu plantio nas coldnias francesas da Africa Ocidental.
LISBOA (1994) relata que o cedro, muito provavelmente C. fissilis, foi extensivamente
utilizado durante os séculos XVII e XVIII na manufatura de esculturas religiosas no Brasil.
A espécie Cedrela mexicana fornece o famoso cedro espahhol, madeira Que é altamente
utilizada para carpintaria, outrora muito procurada para confecg¢fo de caixas de charutos
(KLEIN, 1984).

2.3. Biotecnologia

O numero de artigos cientificos publicados em periédicos sobre abordagens
biotecnologicas referentes as arvores nativas brasileiras ¢ muito insignificante. Obviamente
o género Cedrela ndo se exclui desta constatagéio. HAINES (1994) reconhece a importancia
da familia Meliaceae e alerta para a necessidade de estudos que visem a sua conservagéo,
uma vez que muitas espécies estdo sofrendo uma forte pressido ambiental com severa erosdo
genética. Mesmo assim, os estudos sobre abordagens biotecnolégicas em melidceas tem se
restringido a Swietenia macrophylla ¢ C. odorata. Para Swietenia macrophylla sio
registrados, na literatura, estudos sobre produgdo de microplantas por processos de
micropropagagio, por cultura de ramos apicais e por embriogénese somatica
(MARUYAMA & ISHII, 1999). C. odorata tem sido estudada quanto & micropropagagéo
por cultura de ramos, quanto a tecnologias de conservagio “in vitro”, através do
encapsulamento em alginato e criopreservagio € quanto a organogénese dev gemas
adventicias a partir de segmentos de hipocétilo (MARUYAMA et al. 1989; MARUYAMA
et al. 1997a; CERDAS et al. 1998). Em termos ainda de biotecnologia aplicada a
conservagdo, estudos adicionais sobre criopreservagéo de sementes, tem sido conduzidos
apenas para Melia azaderach e Swietenia macrophylla (MARZALINA &
KRISHNAPILLAY, 1999) e sobre criopreservacdo de embrides ziglticos, apenas para
Trichilia dregeana (BERJAK et al., 1996). Para LISBOA (1994), C. fissilis pode ser



considerada uma espécie em risco de extingdo, em funcdo do severo extrativismo que esta
sofrendo desde o periodo colonial do Brasil. Com relagdo ao potencial de uso
biotecnoldgico de espécies de Cedrela ha muito que ser feito e algumas possibilidades
podem ser vislumbradas através dos poucos estudos conduzidos com as espécies Swietenia
macrophylla e Cedrela odorata. Estudos realizados por NEWTON et al. (1995), com C.
odorata, demonstraram que existem genétipos mais tolerantes ao ataque de mariposas, fato
este relacionado a uma alta dominéncia apical dos ramos. Estes autores discutem que se
esta capacidade de recuperagdo frente ao ataque, a partir de um rapido crescimento apical,
puder ser identificada, processos de melhoramento genético e transformagéo genética de
espécies deste género poderdo ser desenvolvidos. PAULA et al. (1997) afirmam que em
plantas de C. odorata enxertadas em Toorna ciliata, espécie que introduzida no Brasil
- mostrou excelente crescimento e auséncia de ataque por H. grandella, ocorreu translocaggo
de sesquiterpenos, triterpendides, limondides e flavonéides que podem induzir resisténcia,
em Cedrela, contra o ataque desta praga. Dentro deste contexto surge a necessidade de se
estudar estas espécies quanto a conservagdo de germoplasma, uso de técnicas de
marcadores moleculares e estabelecimento de sistemas consistentes péra a obtencdo de
plantas transformadas, através de técnicas da engenharia genética e da multiplicagdo “in
vitro”. Portanto, o desenvolvimento de metodologias basicas de cultura de tecidos para

estas espécies, torna-se premente para viabilizar tais abordagens.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1. MICROPROPAGACAQOQ de Cedrela fissilis Vell. (MELIACEAE)
3.1.1. Germinacio e estabelecimento “in vitre”

Foram utilizadas sementes de C. fissilis, fornecidas pelo Instituto Florestal de Szo
Paulo, coletadas em Araraquara SP em julho de 1998, pertencentes ao lote n® 135. As
sementes foram lavadas, abundantemente, com detergente neutro e agua corrente, e
desinfectadas, em cimara de fluxo laminar, com solugdo comercial de hipoclorito de sédio
(Clorisol) com 2.5% de cloro ativo, acrescida de 3 gotas de detergente neutro, por 75
minutos. Em seguida foram lavadas 5 vezes com agua destilada esterilizada e inoculadas
em tubos de ensaio (20 x 150 mm), contendo 5 ml de meio MS (Sigma Co., USA)
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 2% (w/v) de sacarose e 0.2% (w/v)
de fitagel (Phytagel™, Sigma Co., USA). Os tubos foram autoclavados por 18 minutos a
1.1 Kgf/fcm?2, em temperatura de 120°C. O pH do meio foi ajustado para 5.8, antes da
autdclavagem, pela adi¢do de NaOH 0.1M ou HC1 0.1IN.

As culturas foram mantidas a temperatura de 25°C £ 2, sob fotoperiodo de 16 horas,
com fluxo de fotons de 22.3 umol.m~2.s™1, providos por lampadas fluorescentes Phillips
TDL, e umidade relativa em torno de 70%. Essas condi¢des foram utilizadas nos demais
experimentos, exceto quando especificado.

As taxas de germinagéo “in vitro”, foram acompanhadas diariamente em 7 lotes de
sementes, com 10 repeti¢des cada. O crescimento das plantulas foi avaliado ap6s 30 dias,
segundo os seguintes pardmetros: peso da matéria fresca, comprimento total das plantulas,
comprimdto da parte aérea, comprimento da raiz, nimero de folhas, nimero de gemas e

numero de nés. .
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3.1.2. Morfogénese “in vitro” em segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

Segmentos nodais cotiledonares medindo 0.8 a 1.0 cm de comprimento, foram
excisados de plantulas axénicas de C. fissilis, germinadas na presenga ’de luz (Figura-3A),
com 30-35 dias de idade. Os cotilédones foram reduzidos pela metade e os explantes
inoculados em tubos de ensaio (20 x 150 mm) contendo 5 ml de meio MS, suplementado
com 2% (w/v) de sacarose, 0.2% (w/v) de fitagel e dos reguladores de crescimento BA (6-
benzilaminopurina) e/ou NAA (4cido a-naftalenoacético), isoladamente ou em diferentes
combinagdes nas concentragdes de 0.0, 0.25, 0.5 ¢ 1.0 mg/l.

Ap0s 45 dias as culturas foram avaliadas com relagéio as freqii€ncias das respostas
morfogénicas, tais como, freqii€éncias de formacgéo de ramos, raizes e/ou calos e quanto aos
seguintes pardmetros: peso da matéria fresca das culturas, nimero e comprimento de ramos,
numero de nds, nimero de gemas, numero de folhas e nimero e comprimento de raizes

produzidas por explante. Foram utilizadas no minimo 10 explantes por tratamento.

3.1.3. Enraizamento “in vitro” de segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

Segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis excisados de plantulas de 30-35 dias
foram inoculados em frascos contendo 15 ml de meios MS, concentragéo salina total, ou
MS/2, metade da concentragdo salina total, suplementados com sacarose (2% w/v), fitagel
(0.2% w/v) e IBA (acido indolil-3-butirico) nas concentragdes de 0.0, 0.25, 0.5 ¢ 1.0 mg/1.
As culturas foram mantidas nas mesmas condi¢des de temperatura, fotoperiodo e umidade
relativa descritas no item 3.1.1. Foram utilizadas 3 repeti¢Ges com 5 microestacas cada, por
tratamento. As taxas de enraizamento foram avaliadas a cada dois dias. Aos 35 dias as
culturas foram avaliadas quanto a freqiiéncia de formacdo de ramos, de raizes, de calos e
quanto ao peso da matéria fresca total, numero € comprimento de ramos, nimero de nds,
numero de gemas, numero de folhas ¢ nimero e comprimento de raizes produzidos.por

explante. Foram utilizados no minimo 12 explantes por tratamento para as avalia¢3es.
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3.1.4. Aclimatacéo

As microplantas de C. fissilis foram obtidas a partir de n6s cotiledonares (0.8-1.0
cm) cultivados em meio MS, suplementado com 2% (w/v) de sacarose € 0.2% (w/v) de
fitagel, desprovido de reguladores de cresciménto. Apo6s 35 dias as microplantas foram
testadas quanto a capacidade de sobrevivéncia e crescmmento “ex vitro” em duas etapas de
aclimatacéo.

Na primeira etapa, foram retiradas dos frascos, lairadas em 4gua destilada para
remogdo do meio de cultura e transferidas para bandejas de plastico (150x250x50 mm),
fechadas com tampas plasticas transparentes com pequenos orificios, contendo +3 cm de
areia lavada esterilizada, por um periodo de 3 semanas. O regime de regas ocorreu a cada
dois dias, na primeira semana, e duas vezes por semana, nas duas semanas restantes, sendo
que nas duas primeiras semanas as bandejas ficaram fechadas, sendo a ventilagéo
possibilitada pelos orificios das tampas. Na terceira semana as bandejas permaneceram
totalmente abertas. Foram utilizadas 3 repeti¢Ges de 15 microplantas cada mantidas nas
mesmas condi¢gdes de temperatura, fotoperiodo e umidade relativa descritas no item 3.1.1.
As taxas de sobrevivéncia das microplantas foram avaliadas semanalmente. Apds 35 dias
de aclimata¢io em areia as microplantas foram avaliadas em relagdo aos seguintes
pardmetros: peso da matéria fresca total das plantas, peso da matéria seca, comprimento do
ramo principal, nimero de nds, numero de folhas, nimero de gemas, nimero e
comprimento de raizes. Foram avaliadas 15 microplantas aleatoriamente selecionadas.

A seguir foram transferidas para copos plasticos com capacidade de 180 ml,
contendo trés diferentes substratos esterilizados: areia lavada, areia lavada : solo (1:1) e
solo. Os copos com as plantas transplantadas permaneceram dentro de bandejas plasticas
opacas de 340x340x150 mm e fechadas com filme de PVC. Durante as duas primeiras
semanas, as plantas foram nebulizadas a cada dois dias com borrifador manual. Ao final da
segunda semana, foram expostas a 70% de umidade relativa, pela retirada total do filme de
PVC, mas continuaram sendo regadas e nebulizadas manuaimente, duas vezes por semana,
até o final da quarta semana, a partir da qual as plantas continuaram sendo regadas duas
vezes por semana, mas nio nebulizadas. Para acompanhar o crescimento inicial das plantas

aclimatadas nos diferentes substratos, procedeu-se a avaliagdo, a cada duas semanas,
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durante 8 semanas, dos seguintes parémetfos: altura da parte aérea, nimero de nos e
“ntimero de folhas, sendo que a sobrevivéncia foi avaliada semanalmente. Nesta avaliagdo

foram utilizadas 12 plantas para cada tratamento, aleatoriamente. Em outro experimento as
| plantas foram avaliadas a cada 30 dias até¢ o 90° dia quanto aos seguintes pardmetros de
crescimento: peso da matéria fresca total, peso da matéria seca, comprimento da parte
aérea, nimero de nds, nimero de folhas, nimero de gemas, nimero e comprimento de
raizes. Para cada periodo de avaliagcdo (30, 60 e 90 dias) foram utilizadas no minimo 12
plantas de cada tratamento, escolhidas aleatoriamente. Durahte esta etapa de aclimatag8o os

experimentos permaneceram sob as mesmas condigdes ambientais descritas no item 3.1.1.

3.2. EFEITO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO E TIPOS DE EXPLANTES
NA PRODUCAQ DE CALOS DE Cedrela fissilis Vell.

3.2.1. Obtengio de plantulas axénicas de C. fissilis

Sementes de C. fissilis foram desinfectadas com hipoclorito de sédio (2.5% de cloro
ativo), durante 75 minutos, lavadas 5 vezes com agua destilada esterilizada e inoculadas em
tubos de ensaio (20 x 150 mm), contendo 5 ml de meio MS (1962), suplementado com 2%
(W/v) de sacarose e 0.2% (w/v) de fitagel (Phytagel, Sigma Co. USA). O meio de cultura
foi autoclavado por 18 minutos a 1.1 Kgf/fcm?2, em temperatura de 120°C. O pH do meio foi
ajustado para 5.8, antes da antoclavagem, pela adi¢do de NaOH 0.1M ou HC1 0.1N.

As culturas foram mantidas nas mesmas condi¢des de cultura descritas no item 3.1.1.
Nos experimentos em que foram utilizadas plantulas germinadas na auséncia de luz, as

culturas foram embrulhadas em papel aluminio e mantidas nas mesmas condi¢gdes acima.
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3.2.2. Efeito de NAA, 2,4-D, presenca e auséncia de luz na formacio de calos a partir
de diferentes explantes de plintulas de C. fissilis germinadas na presenca e auséncia

de luz

Segmentos de raizes de 1.0 a 1.2 cm, epicétilo (1.0-1.2 cm) e segmentos proximais e
medianos de cotilédones ( 0.8-1.0 cm?) foram excisados de plantulas axénicas de C. fissilis,
com 30 dias de idade, germinadas na presenca de luz. Estes explantes foram inoculados na
posi¢do horizontal em frascos de vidro contendo 15 ml de méio MS suplementado com 2%
(w/v) de sacarose, 0.2% de fitagel (w/v) e com auxinas NAA e 2,4-D nas concentragbes de
0.0,0.25,0.5 e 1.0 mg/1.

Os mesmos tratamentos foram realizados utilizando-se como explantes segmentos de
raizes (1.0-1.2 cm) e de hipocétilo (1.0-1.2 cm) obtidos de plantas axénicas com 20 dias
germinadas na auséncia de luz.

Foram utilizadas 12 repeti¢Ses por tratamento e apds 45 dias as culturas foram
avaliadas com relagdo as freqiiéncias das respostas morfogénicas, tais como, formagio de

ramos, raizes e calos e quanto ao peso da matéria fresca total das culturas.

3.2.3. Efeito da posicio do explante, das formulacdes salinas e da concentracio de

sacarose na formacio de calos a partir de segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

Segmentos nodais cotiledonares (0.8-1.2 cm) contendo a parte proximal dos dois
cotilédones e portanto, duas gemas axilares, foram excisados de plantas axénicas
germinadas na presenga de luz e com 30 dias de idade. Para testar o efeito da posigéo dos
explantes no meio de cultura os mesmos foram inoculados na posi¢éo vertiéal ¢ horizontal,
em frascos com 15 ml de meio MS, suplementado com 2% (w/v) de sacarose, 0.2% (w/Q)
de fitagel, 0.5 mg/l de BA ¢ 1.0 mg/l de NAA.

Nos experimentos para testar o efeito de diferentes formulagGes salinas os meios MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), WPM (LLOYD & McCOWN, 1981), WHITE
(WHITE, 1963), SCHENK (SCHENK & HILDEBRANDT, 1972), B5 (GAMBORG,
MILLER & OJIMA, 1968) ¢ Kao (KAO & MICHAYLUK, 1974) foram suplementados
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com 2% de sacarose, 0.2% de fitagel, 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA. Nesses casos 0s
explantes foram inoculados na posigdo vertical.

Para avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de sacarose na formacéo de calos,
os explantes foram inoculados, na posigéo vertical, em meio MS suplementado com 0.2%
(w/v) de fitagel, 0.5 mg/l de BA, 1.0 mg/l de NAA e concentragdes de sacarose de 4%, 6%
e 8% (W/v).

Foram utilizadas 12 repeti¢cdes por tratamento € as culturas foram avaliadas ap6s 45
dias quanto a freqiiéncia de formacdo de ramos, raizes e de calos e quanto ao peso da

matéria fresca total.

3.3. MORFOGENESE “IN VITRO” EM COTILEDONES DE Cedrela fissilis Vell.
(MELIACEAE)

3.3.1. Morfogénese “in vitro” em cotilédones isolados de C. fissilis

Cotilédones de plantulas axénicas, com 30 dias de idade, germinadas na presenca de
luz e com 20 dias de idade, germinadas na auséncia de luz, em meio MS suplementado com
2% (w/v) de sacarose e 0.2% (w/v) de fitagel, foram excisados na porgdo distal do peciolo e
cultivados em meio MS suplementado com 2% (w/v) de sacarose e 0.2% (w/v) de fitagel, e
de BA, nas concentragdes de 0.0, 0.06, 0.12 e 0.25 mg/l. O pH do meio foi ajustado para
5.8, pela adigdo de NaOH 0.IM ou HCI 0.1N, antes da distribuicio nos frascos e
posteriormente autoclavados por 18 minutos a 1.1 Kgf/cm?, em temperatura de 120°C. As
culturas foram mantidas a 25°C * 2, na presenca e auséncia de luz. o) fotoperiodo foi de 16
horas, com fluxo de fotons de 22.3 pmol.m™2s™?, providos por ldmpadas fluorescentes
Phillips TDL, e umidade relativa em torno de 70%. Os cotilédones foram inoculados nos
tubos de ensaio (25 X 150 mm) contendo 8 ml de meio. Foram utilizadas 24 repeti¢Ges por
tratamento. Nos experimentos para avaliar o efeito da luz na organogénese, 12
repeti¢des/tratamento foram mantidas na presenca de luz e 12 foram mantidas na auséncia
de luz. As culturas foram avaliadas aos 45 dias de cultivo, com relagio as freqliéncias de

senescéncia, de formacgdo de ramos, formacdo de raizes e de calos.
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3.3.2. Morfogénese “in vitro” em segmentos medianos de cotilédones de C. fissilis

Segmentos medianos de cotilédones, com cerca de 0.7-1.0 cm?, e contendo a nervura
centrél, foram excisados de plantulas axénicas de C. fissilis, com 30-35 dias de idade,
germinadas na presencga de luz, em meio MS suplementado com 2% (w/v) de sacarose e |
0.2% (w/v) de fitagel. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio de 25 X 150 mm
contendo meio MS, suplementado com 2% (w/v) de sacarose, 0.2% (w/v) de fitagel, e de
diferentes concentracdes de BA e NAA, isolados ou em diferentes combinagdes das
" concentragdes de 0.0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 e 3.0 mg/l. As culturas foram avaliadas
semanalmente quanto & freqii€ncia de formac@do de calos, brotos, raizes e senescéncia € aos
45 dias foi determinado o peso de matéria fresca das culturas. Foram utilizadas 12

repeticOes para cada tratamento e as culturas foram mantidas na presenga de luz.

3.4. CONSERVACAO “IN VITRO” DE Cedrela fissilis Vell. MELIACEAE)
3.4.1. Conservagio “in vitro” de apices e segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

Apices e segmentos nodais cotiledonares com aproximadamente 4-5 mm de
comprimento, foram excisados de plantulas axénicas de C. fissilis com 30 dias de idade, e
foram encapsulados em capsulas de alginato de célcio. As cépsulas de alginato de célcio
foram produzidas de acordo com o método descrito por KINOSHITA & SAITO (1990). Os
explantes foram imersos em meio de cultura MS autoclavado suplementado com 2% (w/v)
de sacarose e 4% (w/v) de alginato de s6dio. Em seguida foram coletados individualmente
em aliquotas de 0.2 ml de meio de cultura com alginato, com o auxilio de uma pipeta, e
posteriormente as gotas com os explantes foram .mergulhadas numa solugio estéril de 1.4%
(w/v) de cloreto de célcio onde permaneceram por 30 minutos para polimerizarem. As
capsulas contendo um tnico explante cada foram armazenadas em meios de cultura cuja

composigdo era dgua destilada e 4gar nas concentragdes de 0.4, 0.7 ¢ 1.0% (w/v). Os meios
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foram distribuidos em frascos tipo “baby food” e autoclavados por 18 minutos a 1.1
Kgflfem2, a 120°C. As culturas de apices e segmentos nodais cotiledonares encapsulados
foram mantidas armazenadas nestes meios por 3, 6 ¢ 9 meses nas mesmas condigdes
descritas no item 3.1.1. Para cada tratamento foram utilizadas 4 repeti¢es com 12 capsulas
cada. |

Apds cada periodo de armazenamento, foram transferidos para o meio de
recuperacido MS suplementado com 2% (w/v) de sacarose e 0.2% (w/v) de fitagel e com 0.5
mg/l de BA. As porcentagens de rebrotamento dos explantes encapsulados foram avaliadas

diariamente, ap0s a transferéncia das cépsulas para o meio de recuperagéo.
3.4.2. Criopreservacio de sementes de C. fissilis

Para determinag@o do teor de agua das sementes utilizadas nos experimentos, 3 lotes
de 10 sementes foram colocadas em placas de Petri e determinado, inicialmente, o peso da
matéria fresca das mesmas. Em seguida os lotes foram mantidos em estufa a 75°C. A
determinagdo dos pesos de matéria seca foi avaliada apds 24, 48 e 72 horas, até atingir um
peso de matéria seca constante.

Lotes de 12 sementes, foram colocados em “criotubos” e imersos diretamente em
nitrogénio liquido. Posteriormente as sementes foram descongeladas por 3 minutos, em

banho-maria 4 temperatura de 45°C, e submetidas a desinfec¢do por 75 minutos em solugio
| de hipoclorito de sodio (2.5% de cloro ativo). A seguir foram lavadas por 3 vezes com agua
destilada autoclavada e distribuidas em placas de Petri autoclavadas forradas com papel
filtro, umedecido com agua destilada autoclavada. O controle foi realizado com sementes
ndo expostas ao nitrogénio liquido. Foram realizadas 5 repeti¢cGes com 12 sementes cada,
por tratamento. As placas de Petri foram manﬁdas nas mesmas condigbes de cultura do
item 3.1.1. As porcentagens de germinago foram avaliadas diariamente. '

Para o teste de tetraz6lio foram utilizadas 5 repetiches de 12 sementes
criopreservadas em nitrogénio liquido e 5 repeticdes de 12 sementes ndo criopreservadas.
Apos o descongelamento ou n#o as sementes foram embebidas em agua destilada por um
periodo minimo de duas horas. Em seguida foram seccionadas longitudinalmente e imersas
por 3 horas numa solugfio de tetrazélio 0.5% a 25°C%2. As sementes foram entfio abertas
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totalmente, de modo a permitir a visualizagdo do embrifio, procedendo-se a avaliagio da
viabilidade.

As plantulas obtidas a partir da germinagido das sementes criopreservadas e nio
criopreservadas foram transplantadas para substrato composto por areia € solo (1:1) e
mantidas em condi¢des ambientais normais, sendo regadas periodicamente e tendo o seu

crescimento em altura avaliados.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram avaliados utilizando-se a Analise de Varidncia em uma
diregdo (ANOVA), com separagdo de médias pelo DMS ao nivel de significincia de 5%
(P<0.05) (GOMEZ & GOMEZ, 1984). Os calculos foram realizados com auxilio do
software estatistico STATIGRAPHICS Plus for Windows verséo 3.0.
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4- RESULTADOS

4.1. MICROPROPAGACAO de Cedrela fissilis Vell. (MELIACEAE)

4.1.1. Germinacéo “in vitro” de C. fissilis

A germinagdo “in vitro” de sementes de C. fissilis iniciou-se de forma bastante
rapida, a partir do 4° dia de cultivo e estabilizando-se em torno do 12° dia (Figura 1 e
Tabela 1). Ao final de 12 dias, obteve-se uma taxa de germinacdo média de 97.14%, sendo

que as sementes que ndo germinaram até este periodo, ndo o fizeram posteriormente.

Tabela 1. Germinagdo “in vitro” de sementes de Cedrela fissilis em meio MS. Média de

sete repeti¢des com vinte sementes. (MédiatDesvio Padréo).

Repeti¢des Tempo (dias)
3 .4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 0 0 10 20 45 80 90 100 100 100
2 0 5 15 25 45 70 80 85 100 100
3 0 0 15 25 50 70 90 100 100 100
4 0 0 10 30 40 70 90 95 100 100
5 0 0 10 25 45 65 75 90 90 95
6 0 0 5 20 35 80 90 90 90 90
7 0 0 10 25 45 70 70 75 90 95
MédiatDP 0 © 0.7+1.8 10.7£3.4 242434 43.6+4.7 72.1£5.6 83.6:8.5 90.7+8.8 95.7+5.3 97.11+3.9
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Figura 1- Germinagéo “in vitro” de Cedrela fissilis em meio MS. Valores sdo as médias
obtidas de 7 repeti¢des com vinte sementes cada.
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4.1.2. Crescimento inicial de plantulas de C. fissilis “in vitro”

Os dados sobre o crescimento inicial de plantulas de C. fissilis “in vitro” sdo
apresentados na Tabela 2. Apds 30 dias de cultivo (Figura-2A), as plantulas apresentaram
em média 3.06+0.593 noés, sendo um né cotiledonar, um né foliar € um né apical, e uma
média de 6.06+0.593 gemas, considerando-se todas as gemas axilares presentes nas axilas
dos cotilédones e das folhas e também a gema apical. O comprimento total das plantulas foi
em média de 16.86+1.056 cm, sendo que a parte aérea atingiu 8.24+1.050 cm, apresentando
em média 3.06+0.593 folhas. A raiz principal atingiu comprimento médio de 8.62+1.271

cm e as plantulas apresentaram uma média de 0.505+0.09 g de peso da matéria fresca.

Tabela 2. Crescimento inicial “in vitro” de plantulas de Cedrela fissilis, com 30 dias, em

meio MS. Médias de 15 repeti¢Ges. (MédiatDesvio Padréo).

Repeticdes Pesoda  Compri- Compri- Compri- Nimero Numero Numero

(plantulas) matéria  mento mento mento  de folhas de gemas denés
fresca total caule raiz
(2 (cm) (cm) (cm)

1 0.428 155 7.8 77 3 6 3

2 0.369 16.5 7.5 9.0 3 6 3

3 0.396 15.9 7.1 8.8 3 6 3

4 0.555 15.8 9.1 6.7 2 5 2

5 0.512 18.3 10.8 7.5 3 6 3

6 0.495 17.1 8.0 9.1 4 7 4

7 0.449 15.6 7.8 7.8 2 5 2

8 0.476 17.9 85 9.4 3 6 3

9 0.556 17.0 83 8.7 3 6 3

10 0.572 i6.1 12 8.9 3 6 3

11 0.452 17.1 10.1 7.0 3 . 6 3

12 0.750 18.1 74 10.7 4 7 -

13 0.522 17.4 7.8 9.6 3 6 3

14 0.490 15.9 85 7.4 3 6 3

15 0.553 18.7 1.7 11.0 4 7 &

MédiatDP 0.505+0.09 16.86+1.05 8.24+1.05 8.62+1.27 3.06+10.59 6.06+0.59  3.06+0.59
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Figura 2- Plantulas axénicas de C. fissilis, germinadas em meio MS, apds 4 semanas de
cultivo. As setas indicam a posi¢&o do n6 cotiledonar (a direita) e do n6 apical (a esquerda)
(A). Barras = 1 cm.Segmentos nodais cotiledonares obtidos de plantulas axénicas de C.
fissilis, com 30 dias, utilizados nos experimentos de micropropagacdo e inducdo de calos
(B). Barra=1 mm.
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4.1.3. Morfogénese “in vitro” em segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

Os efeitos da citocinina BA e da auxina NAA, isoladas e/ou em diferentes
combinacdes de concentragdes, sobre a freqii€ncia de formagdo de ramos, raizes, calos e de
plantas normais em segmentos nodais cotiledonares (Figura-2B) de C. fissilis, cultivados
em meio MS, séo apresentados na Tabela 3 e Figuras-3A,B). Em todos os tratamentos
com BA nas diferentes concentrages de 0.0, 0.25, 0.5 e 1.0 mg/l houve a formagédo de
ramos em 100% das culturas, enquanto que nas mesmas concentragdes de BA combinado
com concentracdes de NAA de 0.5 e 1.0 mg/l ocorreu redugdo na freqiiéncia de culturas
com ramos (42-75%). A formagdo de raizes ocorreu em maior freqii€ncia (92%) nos
tratamentos sem BA ou NAA. Nio ocorreu formacido de raizes nos tratamentos com BA

nas concentragdes de 0.25, 0.5 e 1.0 mg/l.

Tabela 3. Freqiiéncia (%) de respostas morfogénicas produzidas a partir da cultura de
explantes de segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis ap6és 45 dias em meio

contendo BA e/ou NAA.

Reguladores de Ramos Raizes Calos

crescimento (%) (%) (%)
(mg/l)
BA NAA
0.00 0.00 *100 92 0
0.00 025 100 40 70
0.00 0.50 73 36 82
0.00 1.00 73 42 82
0.25 0.00 100 0 100
0.25 0.25 100 66 100
0.25 050 75 50 100
0.25 1.00 58 58 100
0.50 0.00 100 0 100
0.50 0.25 100 42 100
0.50 0.50 66 25 100
0.50 1.00 42 17 100
1.00 0.00 100 0 100
1.00 025 75 50 100
1.00 0.50 100 33 100
1.00 1.00 75 17 100

ZValores sdo proporgdes obtidas de 12 culturas.
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Figura 3- Efeitos de concentragdes crescentes (da esquerda para a direita: 0, 0.25,0.5¢ 1.0
mg/l), d¢ BA (A) e NAA (B) isoladamente, na morfogénese de segmentos nodais
cotiledonares de C. fissilis cultivados em meio MS. Barras = 1 cm.
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A Tabela 4 mostra os resultados da avaliagdo das culturas de acordo com vérios pardmetros
de crescimento. Concentracdes de BA de 0.25 e 0.5 mg/l na auséncia de NAA,
possibilitaram a formac@o de maior nimero de ramos (2.63 a 2.66 ramos/explante) de
forma significativa, quando comparados com os demais tratamentos. Os tratamentos com
1.0 mg/l de NAA, 0.25 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA e 0.5 mg/l de BA e 0.5 mg/l de
NAA inibiram significativamente a formagio de ramos. Com relagéio ao comprimento do
ramos, o valor maximo obtido (3.00+2.35 cm), significativamente diferente dos demais, foi
alcancado em meio contendo 1.0 e 0.5 mg/l de BA e NAA respectivamente. Enquanto que
o NAA a 1.0 mg/l, usado isoladamente ou em combinag@o com diferentes concentragdes de
BA, mostrou-se inibitério ao crescimento dos ramos. Os nimeros de nds produzidos por
explante, nos tratamentos sem reguladores de crescimento ou com BA nas concentragbes de
0.25, 0.5 e 1.0 mg/l, foram superiores aos demais tratamentos. Os tratamentos com niveis
crescentes de NAA, inibiram o nuimero de nés. No tratamento que combinou 1.0 mg/l de
BA com 0.5 mg/l de NAA, o nimero de nds formados foi estatisticamente semelhante aos
tratamentos sem reguladores e/ou somente com BA. Os valores maximos de ndés formados
foram de 3.77-3.91 nés por explante. O tratamento que possibilitou 0 maior nimero de
gemas formadas por explante foi o que continha 0.5 mg/l de BA (5.50 gemas/explante).
Observou-se que quando os niveis de NAA foram crescentes, isoladamente ou em
combinagdo com BA, houve uma reducfo significativa no nimero de gemas formadas,
reflexo do menor ntimero de nés formados. No tratamento com BA a 0.5 mg/] obteve-se a
formagdo de maior quantidade de folhas por explante (4.85 folhas/explante), sendo
significativamente superior aos demais tratamentos. Combinando-se BA a 0.5 mg/l com
NAA a 1.0 mg/l promoveu-se significativamente o peso da matéria fresca das culturas, em
cerca de 921.33 mg. Como nesse tratamento o nimero de ramos e raizes produzidos, assim
como o crescimento dos mesmos foi muito pequeno, a maior parte da matéria fresca
produzida, correspondem a matéria fresca dos calos. Os valores de peso da matéria fresca
obtidos quando o BA foi utilizado isoladamente (333.36 a 392.75 mg) ou quando o NAA
foi utilizado isoladamente (411.81 a 529.60 mg) foram significativamente menores em

relacdo ao tratamento mencionado acima.
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Tabela 4. Efeito de BA ¢ NAA na micropropagacdo de Cedrela fissilis a partir de

segmentos nodais cotiledonares, apds 45 dias de cultura iz vitro.

Reguladores Peso da Ne de Comprimento N° de N°de N° de Ne° de Compri-

de matéria ramos/  dos ramos nos/ gemas/ folhas/ raizes/ mento das
crescimento frescadas  explante (cm) explante explante explante explante raizes
(mg/1) culturas (cm)

BA __NAA (mg)

0.0 0.0 *339.45ef 200b 225ab 38la 504ab 4.04abc 227a 575a
00 025 434.00cdef 1.80b 227ab 320abc 4.40abc 3.40 bcd 1.10 abcd 2.37 bed
00 05 529.60bcde 1.10cde 1.68 bcd 2.30 cde 3.25 cdef 2.55def 0.90 abcd 1.61 bede
00 1.0 411.81def 090de 0.76cd 1.50ef 2.50efg 1.81fgh 1.09 abcd 2.09 bede
025 00 33336ef 263a 1.75bc 363ab 522ab 445ab * *
025 025 533.90bcde 2.00b  1.61bcd 2.59bcde 3.45cde 2.77def 1.90abc 2.91bc
025 05 60627bcd 1.45bcd 1.32bcd 1.95def 2.59efg 1.95fgh 1.18 abed 1.13 cde
025 1.0 606.00bcd 090de 0.54d 1.00f 1.86fg 131gh 2.18ab 3.63ab
05 09 39275def 266a 1.51bcd 391la 550a 485a = =
0.5 025 52733bcde 2.00b  1.56bcd 3.12abc 4.25abc 3.20cd 1.83abc 2.12 bcde
05 05 654.16bc 083e 0.58d 2.12cde 2.79def 2.12efg 0.91 abed 0.79 de
05 1.0 92133a 1.00de 0.59d 091f 133g 1.04h 058cd 0.99cde
1.0 00 289.18f 200b 1.42bcd 377a 540ab 4.45ab . *
1.0 025 70554ab 1.63bc 2.22ab 2.63bcd 4.09bcd 3.13 cde 1.45 abed 2.62 bed
1.0 05 61436bcd 2.00b 3.00a 377a 5.00ab 4.18abc 0.81 bcd 1.44 cde
1.0 10 65054bc 1.81b 0.65cd 1.54 def 3.04 cdef 2.31 defg 0.36d 0.13e

*Valores (N=10-12) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra nio diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa.
*Tratamentos que ndo formaram raizes.
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4.1.4. Enraizamento “in vitro” de segmentos nodais cotiledonares C. fissilis

Os efeitos dos meios MS e MS/2, suplementados com diferentes concentragdes da
auxina IBA na freqii€ncia de respostas morfogenéticas em microestacas de segmentos
nodais cotiledonares de C. fissilis, ap6s 35 dias de cultura, estdo apresentados na Tabela 5.
Observa-se que as porcentagens de culturas com ramos variaram de 93 a 100% e que as de
culturas com raizes, de 86-100%, néo tendo sido verificada a formagéo de calos.

Os resultados da Tabela 6 mostram que ndo houve diferencgas significativas no uso
de MS e MS/2 acrescidos de diferentes concentracdes de IBA, com relacdo ao nimero de
ramos produzidos (minimo 1.66+0.49 e maximo 1.91+0.28), nimero de nés (minimo
3.25£1.05 e maximo 4.00+0.85) e nimero de gemas (minimo 4.50+0.90 e maximo
5.2511.08).

No meio MS/2 com 1.0 mg/l de IBA houve promogéo significativa do comprimento
dos ramos formados (1.57+0.97 cm), em relagdo aos demais tratamentos. Com relagéo ao
ntimero de folhas produzidas, o meio MS com IBA na concentragdo de 1.0 mg/l promoveu
de forma significativa, a formagéo de 4.33+1.07 folhas por explante. Quanto ao nimero de
raizes formadas nZo houveram diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos. O nimero médio de raizes variou entre 2.16+0.93, no meio MS com 0.25 € 0.5
mg/l de IBA e 2.91+1.08, no meio MS/2 desprovido de IBA. Por outro lado, o
comprimento das raizes foi significativamente promovido no meio MS suplementado com
0.25 mg/1 de IBA, obtendo-se para este tratamento um comprimento médio de 10.1+6.02
cm.

Apesar de ter sido observado enraizamento das microestacas também em meio
desprovido de IBA (Figura-5A), verifica-se pela Tabela 7 e Figura 4 que esta auxina
acelerou a velocidade de enraizamento. Assim, a visualizagdo dos primérdios radiculares
foi possivel a partir do 6° dia para os tratamentos MS acrescidos de 0.25 a 1.0 mg/l de IBA,
apresentando porcentagens de enraizamento, que variaram de 6.6 a 13.3%, e nos
tratamentos com MS/2, acrescidos de 0.25 e 0.5 mg/l de IBA, em que estas porcentagens
variaram de 6.6 a 20.0%. Desta forma por volta do 8° dia, o tratamento com MS/2 e 0.5
mg/l de IBA apresentou porcentagem de enraizamento significativamente superior (86%)
aos tratamentos MS e MS/2 desprovidos de IBA ou MS suplementados com 0.25 mg/l de
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IBA (26.6-40.0%). Ao redor do 10° dia, a porcentagem de enraizamento no meio MS/2 com
0.5 mg/l de IBA atingiu 100% e mantiveram-se as diferengas significativas, principalmente
em relacdo aos meios sem reguladores de crescimento. Na maioria dos demais tratamentos
as taxas maximas de enraizamento estabilizaram-se apenas ap6s o 16°-18° dia do inicio do
experimento. A partir do 12° dia ndo foram detectadas diferengas estatisticamente

significativas entre os tratamentos.

Tabela 5. Efeito dos meios MS e MS/2 suplementados com IBA na freqiiéncia (%) de
respostas morfogénicas em segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis, ap6s 35 dias

de cultura in vitro.

Meio IBA Ramos Raizes Calos
(mg/h) (%) (%) (%)

MS 0.00 “100 93 0
025 93 93 0

050 100 93 0

1.00 100 91 0

MS/2 0.00 100 86 0
0.25 100 93 0

050 100 100 0

1.00 93 93 0

“Valores sdo propor¢des obtidas de 15 culturas
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Tabela 6. Efeito dos meios MS e MS/2 suplementados com IBA na micropropagagdo de

Cedrela fissilis a partir de segmentos nodais cotiledonares cultivados in vitro, apds 35 dias.

Meio IBA Numerode Compri- Numerode Numerode Numerode Numero de Compri-
(mg/l)  Ramos Mento noés gemas folhas Raizes mento das
ramos raizes
(cm) (cm)
MS 0.00 *1.75+0.45a 0.94+035b 3.50+0.90a 4.83+0.93a 3.91+0.90ab 2.41+1.44a 525+2.97c
0.25 1.91+0.28a 1.24+038ab 3.8310.93a 5.1630.93a 4.25+0.96ab 2.16£0.93a 10.09+6.02 a
0.50 1.91+0.28a 1.0240.32b 3.25+1.05a 4.50+0.90a 3.50+0.90b 2.16£0.93a  8.53+4.91 ab
1.00 1.83+0.38a 1.25+0.51ab 3.91+1.24a 525+1.05a 4.33+t1.07a 2.75¢1.13a  6.85%3.61 bc
MS/2  0.00 191+028a 1.11+0.95ab 3.333+098a 5.00+0.85a 4.00+0.85ab 2.91+1.08a  6.53+2.69 bc
025 1.91+028a 1.20+049ab 4.00+0.85a 5.1630.93a 4.16+0.93ab 2.25+0.75a  6.60+2.64 bc
0.50 1.83+0.38a 1.00+046b 3.41+1.08a 4.58+0.90a 3.58+0.90ab 2.83+l.11a  6.87+3.18 bc
1.00  1.664049a 1.57+097a 3.83t140a 5.25t1.13a 4.16x1.11ab 2.66+1.87a 5.86+2.96 bc

*Valores (N=12) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferengca Minima Significativa.

Tabela 7. Freqiiéncia (%) de enraizamento in vitro de segmentos nodais cotiledonares de

Cedrela fissilis em meio MS e MS/2 suplementados com IBA, durante 18 dias.

Meio IBA Tempo (dias)
(mg/)
6 8 10 12 14 16 18
MS 0.00 0.0b 266b 533c 733a 80.0a 866a 86.6a
0.25 13.3ab 40.0b 733abc 80.0a 80.0a 80.0a 80.0a
0.50 "83ab 60.0ab 733abc 86.6a 86.6a 933a 933a
1.00 66ab 633ab 783abc 85.0a 85.0a 9l.6a 9l6a
MS/2 0.00 00b 400b 733abc 86.6a 86.6a 86.6a 86.6a
0.25 6.6ab 538ab 86.6ab 86.6a 86.6a 933a 933a
0.50 20.0a 86.6a 100.0a 100.0a 100.0a 100.0a 100.0a
1.00 00b 60.0ab 66.6b 80.0a 86.6a 86.6a 933a

*Valores (N=15) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa. Os valores

s3o as médias das proporgdes de 3 experimentos com 15 explantes cada.
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Figura 4- Enraizamento “in vitro” de microestacas obtidas de segmentos nodais
cotiledonares de Cedrela fissilis em meio MS e MS/2 suplementados com diferentes
concentra¢des de IBA. As curvas referem-se as médias das porcentagens diarias obtidas da
avaliagdo de 15 microestacas, durante 30 dias.
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4.1.5. Aclimatacao

A porcentagem de sobrevivéncia “ex vitro” das microplantas de C. fissilis enraizadas
em meio desprovido de reguladores de crescimento foi de 100%, apds trés semanas de
aclimatac¢do inicial em areia esterilizada (dados ndo apresentados) (Figura-5B,C). As
microplantas no final das trés primeiras semanas apresentaram em média 0.29+0.69 g de
peso de matéria fresca, 0.071+0.26 g de peso de matéria seca, 2.08+0.67 cm de altura,
5.06+0.70 folhas, 6.06+0.70 gemas, 3.33+1.54 raizes por microplanta ¢ 4.10+2.01 cm de
comprimento das raizes, no momento da transferéncia para os diferentes substratos testados
(dados ndo apresentados) (Figura-5C). Os resultados de crescimento das microplantas em
areia, areia e solo (1:1) e solo durante 60 dias sdo apresentados nas Tabelas 8, 9 e 10.
Observa-se que o crescimento das microplantas em areia lavada esterilizada foi muito
reduzido, pois apds 60 dias apresentaram incrementos de apenas 69.32% em altura, 64%
em ntmero de nds e de 59.8% em ntimero de folhas. Nos substratos compostos de areia e
solo e apenas solo os incrementos em altura (176.20% ¢ 181.25% respectivamente),
numero de nés (92% e 97% respectivamente) e em numero de folhas (85% e 91%
respectivamente) foram muito maiores. Com relagéo a altura, os substratos compostos pela
mistura de areia e solo ou apenas solo, possibilitaram incrementos significativamente
diferentes, aos 15, 30, 45 e 60 dias, quando comparados aos obtidos em areia. O substrato
composto por areia e solo foi significativamente superior em termos de incremento em
altura, quando comparado com o substrato solo, aos 30 e 45 dias, porém ndo foram
detectadas diferengas significativas entre ambos aos 15 ¢ 60 dias de aclimatagdo. Com
relagdo ao incremento em numero de ndés e nimero de folhas (Tabelas 9 e 10), os
substratos areia e solo e apenas solo ndo se mostraram significativamente diferentes entre si
aos 15, 30 e 45 dias, porém aos 60 dias, o substrato solo foi superior, sendo
significativamente diferente. E importante ressaltar que em todas as etapas de avaliagio, o
substrato areia mostrou-se significativamente inferior aos demais.

Em um segundo experimento complementar, em que outros pardmetros de
crescimento, tais como, pesos das matérias fresca e seca, niimero e comprimento das raizes,
foram analisados (Tabela 11) e indicaram que o crescimento “ex vitro” das microplantas,

aos 30 dias, em substrato composto por solo (Figura-5E), foi significativamente superior
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aos demais em relagdo ao peso da matéria fresca e seca obtidos, 1.85+0.90 e 0.41+0.19 g,
respectivamente e também com relagéo a altura, alcangando 8.16+2.42 cm. Com relagdo ao
nimero de folhas e nimero de gemas os substratos compostos pela mistura de areia e solo e
solo foram estatisticamente iguais entre si e significativamente superiores ao substrato
composto somente por areia, confirmando os resultados do experimento anterior. Os
substratos se mostraram estatisticamente iguais em relagéo ao nimero e comprimento das
raizes formadas. Aos 60 dias de aclimatagio o substrato composto pela mistura de areia e
solo mostrou-se superior aos demais em relagdo a todos os parametros avaliados (Tabela
12), exceto em peso da matéria seca e altura das microplantas, novamente conﬁrmandd 0s
resultados obtidos no primeiro experimento. Nesse caso os resultados obtidos nos
substratos compostos pela mistura de areia e solo e solo foram estatisticamente
semelhantes. Quando as plantas atingiram 90 dias de aclimatagéo (Figura-SF) o substrato
que possibilitou melhores resultados, para a maioria dos pardmetros avaliados, foi o
composto pela mistura de areia e solo, sendo significativamente maior em relagdo aos
demais substratos quanto ao peso da matéria fresca (11.40+2.32 g), peso da matéria seca
(2.64+0.64 g), nimero de folhas (12.66+1.58) e nimero de gemas (13.66+1.58). Em
relagdo a altura, os substratos compostos por areia/solo e solo foram estatisticamente
semelhantes, e as plantas atingiram 19.78+3.25 cm e 19.06+2.95 cm, respectivamente
(Tabela 13). Desta forma a altura das microplantas foi significativamente afetada pelo tipo
de substrato (areia/solo e solo) apenas entre 15-30 dias de aclimatagdo. Outros parametros,
tais como, nimero de nés e nimero de folhas ndo diferiram estatisticamente até os 45 dias
mas foram detectados aos 60 e 90 dias. Com relagdo ao crescimento do sistema radicular,
observa-se pela Tabela 11, que aos 30 dias de aclimatagio, o niimero de raizes por
microplanta e os comprimentos médios das mesmas nfo variaram significativamente entre.
os tratamentos, indicando que estes pardmetros ndo foram influenciados pelos substratos até

aquele momento.
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Figura 5- Segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis enraizados em meio MS, ap6s 35
dias de cultura in vitro (A). Plantulas com duas semanas de aclimatacdo em areia (B).
Plantulas com 3 semanas de aclimatagio em areia, no momento da transferéncia para outros
substratos (C). Plantulas em aclimatagfo em substrato solo, areia/solo e areia (da esquerda
para a direita) (D). Plantulas aos 30 dias de aclimatagfio em areia, areia/solo, e solo (da
esquerda para a direita) (E).Aspecto de plantulas aclimatadas aos 90 dias em solo,
areia/solo e areia (da esquerda para a direita) (F). Barras =1 cm.



Tabela 8. Crescimento ex vitro em altura (cm) de plantas micropropagadas de Cedrela
fissilis durante dois meses de aclimatacdo em diferentes substratos. (MédiatDesvio
Padrgo).

Substrato Tempo (dias)

15 30 45 60
Areia 2.12+0.63b 2.54+0.68c 2.78+0.66¢  2.94+0.71b
Areia/solo 498+1.25a 10.06+2.31a 15.60+2.55a 17.55£2.70a
Solo 4.64+1.12a  9.11#2.01b 13.38+2.72b 16.82+#3.50a

*Valores (N=36) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Signifi-
cativa. '

Tabela 9. Crescimento ex vifro em nimero de nos de plantas imicropropagadas de Cedrela

fissilis durante dois meses de aclimatagdo em diferentes substratos. (MédiatDesvio
Padréo).

Substrato Tempo (dias)

15 30 45 60
Areia 249340.82b 5.96+0.98b 6.12+0.96b  6.33+1.13 ¢
Areia/solo 6.25+1.29a 8.80+1.32a 10.52£1.29a 11.52+1.34b
Solo 6.361£096a 891t1.36a 10.38t1.24a 12.38+1.17a

*Valores (N=36) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Signifi-
cativa.

Tabela 10. Crescimento ex vifro em némero de folhas de plantas micropropagadas de
Cedrela fissilis durante dois meses de aclimatagdo em diferentes substratos. (MédiatDesvio
Padrzo).

Substrato . Tempo (dias)

15 30 45 60
Areia 74634096 b 5.33+098b 5.39+1.02b 5.54+1.12¢
Areia/solo 6.16+1.53a 8.11+1.38a 9.52+1.29a  10.52+1.34b
Solo 6.19+1.00a 797+1.36a 9.36x1.26a 11.38%l1.17a

*Valores (N=36) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Signifi-
cativa.
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Tabela 11. Crescimento ex vitro de plantas micropropagadas de Cedrela fissilis aos 30
dias de aclimatacio em diferentes substratos.

Substrato Peso da Peso da Altura Niimerode Numerode Numerode Compri-
matéria matéria (cm) folhas gemas raizes mento das
fresca (g) Seca (g) raizes (cm)

Areia ?0.32+0.08b 0.09+0.03b 1.80+0.71¢ 4.9130.79b 691+0.79b 3.16x1.26a 5.45+1.63a

Areia/solo 0.71+0.18b 0.15:0.04b 6.20+1.25b 7.0010.85a 9.00+0.85a 3.00+0.85a 4.58+1.31a

Solo 1.85+0.90a 0.411+0.19a 8.16x2.42a 7.08+1.16a 9.08+1.16a 3.50+1.00a 6.05+2.36a

“Valores (N=12) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa.

Tabela 12. Crescimento ex vitro de plantas micropropagadas de Cedrela ﬁsszlzs aos 60
dias de aclimatagéo em diferentes substratos.

Substrato Peso da Peso da Altura Niimero de Nimero de
. matéria matéria (cm) folhas gemas
fresca (g? Seca (5!
Areia 20824026 ¢ 0.28+0.13b 2.943048b 540+0.98¢c 6.26+0.79¢

Areia/solo 9.69+2.74a 1.74+0.64a 16.6614.06a 11.46+1.12a 12.46+1.12a
Solo 7.67£1.87b 1.66+0.52a 17.8243.07a 10.33x123b 11.33x123b

*Valores (N=12) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem

significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significa-
tiva.

"Tabela 13. Crescimento ex vitro de plantas micropropagadas de Cedrela fissilis aos 90
dias de aclimatagfo em diferentes substratos.

Substrato Peso da Peso da Altura Numero de Numero de
matéria matéria (cm) folhas gemas
fresca Q Seca (4]

Areia 20.53+022 ¢ 0.1410.06c 3.15+1.07b  5.40+1.18c  6.40+1.18¢

Areia/solo 11.40+2.32a 264+0.64a 19.78+325a 12.66+1.58a 13.66+1.58 a
Solo 8.23%1.76 b 1.8630.56b 19.06:295a 10.53+1.18b 11.53t1.18b

*Valores (N=12) da mesma coluna seguidos pela mesma letra nfo diferem

significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significa-
tiva.
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4.2. EFEITO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO E TIPOS DE EXPLANTES
NA PRODUCAO DE CALOS DE Cedrela fissilis Vell. (MELIACEAE)

4.2.1. Efeito de NAA, 2,4-D, presenca e auséncia de luz na formacao de calos a partir

de diferentes explantes de plantulas de C. fissilis germinadas em presenca de luz

Os efeitos de NAA, 2,4-D, da presenga e auséncia de luz na formagéo de raizes e de
calos em segmentos de raizes, segmentos de epicétilo, segmentosrbasais e medianos de
cotilédones estdo apresentados respectivamente nas Tabelas 14 e 1S5. Em todos os
tratamentos houve inibi¢do com relagdo a formacédo de ramos.

Os resuitados da Tabela 14 indicam que as porcentagens de explantes que formaram
raizes, variaram de acordo com a origem do explante e dos tratamentos. Assim, quando os
explantes utilizados foram segmentos de raiz apenas 0 NAA pareceu ser efetivo a 0.5 mg/l,
na luz e a 0.25 ¢ 0.5 mg/l, no escuro. Segmentos de epicotilo formaram raizes também com
NAA, em todas as concentragdes, exceto no controle, tanto na presénqa quanto na auséncia
de luz. O 2,4-D a 0.25 mg/], na luz, ¢ a 0.50 mg/l, na auséncia de luz, também foi efetivo
para este tipo de explante. Nos casos de segmentos basais de cotilédones, tanto o NAA
como o 2,4-D, em todas as concentragdes testadas, na presenga de luz, apresentaram
rizogénese a0 passo que na auséncia de luz, apenas as concentragdes de 0.25-0.5 mg/l de
NAA e 0.25 mg/l de 2,4-D foram efetivas. J4 os segmentos medianos de cotilédones
formaram raizes em todas as concentragdes de NAA testadas, tanto na presenga quanto na
auséncia de luz, ao passo que com o 2,4-D formaram-se raizes em todas as concentragdes,
na auséncia de luz, mas apenas nas éoncentragﬁes de 0.25 — 0.5 mg/1, na presenga de luz.
Segmentos de epicétilo e segmentos basais e medianos de cotilédones foram os que
possibilitaram maiores freqiiéncias de formag&o de raizes nos diferentes tratamentos, com
freqgiiéncias variando de 8.3 a 66.6%. '

Os resultados sobre indu¢do de calos (Tabela 15) indicam que a indugﬁo de calos
em segmentos de raizes e epicdtilos ocorreu em todos os tratamentos, com exce¢do dos
controles de NAA e 2,4-D na presenga de luz e NAA na auséncia de luz, com freqiiéncias
variando entre 50 e‘ 100% . Em segmentos basais de cotilédones apenas ndo ocorreu a
formagdo de calos nos tratamentos com NAA na presenga de luz, enquanto que em

segmentos medianos de cotilédones ndo ocorreu formacgdo de calos nos tratamentos com
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NAA na auséncia de luz e no tratamento com 0.25 mg/l de NAA na presenga de luz. Para
segmenfos basais de cotilédones as maximas porcentagens de formagéo de calos, acima de
60%, foram obtidas com 0.5 mg/l de 2,4-D na presenéa de luz, 0.25 mg/l de NAA, na
auséncia de luz, e com 0.25-1.0 mg/l de 2,4-D na auséncia de luz. Para segmentos
medianos de cotilédones a mdxima porcentagem de 83% foi obtida com 2,4-D a 1.0 mg/l na
auséncia de luz. Em todos os demais tratamentos as porceniagens de inducdo de calos

obtidas foram inferiores a 50%.

Tabela 14. Efeitos de NAA, 2.4 D, presenca e auséncia de luz, na freqiiéncia (%) de
formac@o de raizes a partir de segmentos de raiz, epicétilo e de segmento basais e medianos

de cotilédones de plantulas de Cédreld fissilis, com 30 dias germinadas na presencga deluz.

Condi¢do Auxina Concentragdo ' Explante -
de cultura (mg/) Raiz Epicétilo  Cot. Basal Cot. mediano
Presenga NAA 0.00 0 0 0 ' 0
de luz o 0.25 0 16.6 16.6 25.0
' 0.50 16.6 - 66.6 33.3 1 16.6
1.00 0 33.3 333 66.6
2.4-D 0.00 0 0 0 0
- 025 0 8.33 333 16.6
0.50 0 0 333 8.33
1.00 0 0 8.33 0
Auséncia NAA 0.00 0 0 0 0
de luz 0.25 583 8.33 333 16.6
' ‘ 0.50 8.33 8.33 250 25.0
- 1.00 0 - 833 0 16.6
2.4-D 0.00 0 0 0 0
0.25 0 0 16.6 16.6
0.50 0 8.33 0 8.33
1.00 0 0 - 0 8.33

*Valores s3o proporgdes obtidas de 12 culturas, apds 45 dias de cultura in vitro.

37



Tabela 15. Efeitos de NAA, 2.4 D, presen¢a ¢ auséncia de luz, na freqgiiéncia (%) de
formag@o de calos a partir de segmentos de raiz, epicétilo e de segmento basais e medianos

de cotilédones de plantulas de Cedrela fissilis, com 30 dias germinadas na presenga de luz.

Condicdo Auxina Concentragio Explante
de cultura (mg/1) Raiz Epicotilo  Cot. Basal Cot. Mediano
Presenga NAA 0.00 %0 0 0 0
de luz 0.25 66.6 50.0 0 0
0.50 833 83.3 -0 16.6
1.00 100 333 0 25.0
2.4-D 0.00 0 0 0 0
0.25 50.0 91.6 41.6 16.6
0.50 583 66.6 83.3 41.6
1.00 50.0 91.6 50.0 41.6
Auséncia NAA 0.00 0 0 0 0
de luz 0.25 91.6 66.6 75.0 0
0.50 91.6 75.0 25.0 0
1.00 100 - 58.3 16.6 0
24-D 0.00 0 8.33 0 0
0.25 66.6 583 66.6 333
0.50 100 83.3 66.6 25.0
1.00 91.6 100 66.6 83.3

*Valores sdo proporgdes obtidas de 12 culturas, apds 45 dias de cultura in vitro.
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Na Tabela 16 estio apresentados os efeitos das auxinas NAA e 2,4-D no
crescimento de calos obtidos a partir de diferentes tipos de explantes cultivados na presenca
de luz. Verifica-se que tanto o NAA quanto o 2,4-D promoveram significativamente o peso
da matéria fresca das culturas, dependendo da origem dos explantés. Nos tratamentos com
2,4-D, segmentos de epicétilo foram os que apresentaram calos com os maiores valores de
peso da matéria fresca, obtendo-se valores que variaram de 152.83 mg a 204.92 mg, de
acordo com as concentrag3es de 2,4-D utilizadas, de 0.25-1.0 mg/l. Esses valores ndo
diferiram significativamente dos obtidos para segmentos basais de cotilédones cultivados
com 0.50 mg/l de 2,4-D (155.08 mg), porém foram significativamente superiores aos
demais explantes. Em todos os demais tratamentos os pesos de matéria fresca dos calos
formados foram inferiores a 92.6 mg. Nos tratamentos com NAA, os explantes que
possibilitaram maiores valores de peso de matéria fresca das culturas também foram os
segmentos de epicétilo, sendo que o tratamento com 0.50 mg/l de NAA promoveu
significativamente o crescimento, obtendo-se um valor médio de 557.67 mg de peso da
matéria fresca. Contrastando com o 2,4-D, os valores dos pesos frescos dos calos
produzidos a partir de segmentos basais de cotilédones, foram inferiores a 50 mg.

Nos tratamentos em que as culturas foram mantidas no escuro (Tabela 17) o0 2.4-D,
na concentra¢io de 1.0 mg/l, promoveu de forma significativa, o peso da matéria fresca a
partir de segmentos de epicétilo, cerca de 231.41 mg, enquanto que o NAA, na
concentragio de 0.5 mg/l, promoveu significativamente o crescimento dos calos obtidos a
partir do mesmo tipo de explante, obtendo-se em média 233.66 mg de peso da matéria
fresca. Todos os demais tipos de explantes testados, tanto com 2,4-D ou NAA apresentaram

valores de pesos da matéria fresca significativamente menores.
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Tabela 16. Efeitos de 2.4-D, NAA em presen¢a de luz na formagdo de calos a partir de
diferentes explantes de plantulas de Cedrela fissilis com 30 dias, germinadas na presenca

de luz.

Explante =~ Concentragdo  Peso da matéria fresca

(mg/h (ng)
2.4-D NAA
Raizes 0.00 975d 23.0¢c
0.25 26.00 cd 56.33 ¢
0.50 5891bcd  7275¢
1.00 35.75 cd 82.08
Epicétilo 0.00 36.66bcd  4291c

0.25 152.83 a 209.75b
0.50 164.92 a 557.67 a
1.00 20492 a 113.75 be

Segmento 0.00 33.58 cd 40.83 ¢
Basal do 0.25 92.66 b 49.00 ¢
cotilédone 0.50 155.08 a 46.91 ¢

1.00 70.91 be 4191 ¢
Segmento 0.00 37.25 bed 38.50 ¢
Mediano 0.25 41.83 bed 39.25¢
do 0.50 67.50 be 78.50 ¢
Cotilédone 1.00 49.66 bed 74.58 ¢

ZValores (N=12) da mesma coluna, seguidos pela mesma
letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo
teste da Diferenga Minima Significativa.
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Tabela 17. Efeitos de 2.4-D, NAA e auséncia de luz na formagéo de calos a partir de
diferentes explantes obtidos de plantulas de Cedrela fissilis com 30 dias, germinadas na

presenca de luz.

Explante Concentragio  Peso da matéria fresca
da auxina (mg)
(mg/) 2.4-D NAA
Raizes 0.00 77.081 1283 ¢
0.25 40.75ghi  100.41 cd
0.50 160.75bcd  113.33 bed
1.00 116.08 cdef  76.41 cdef
Epicétilo - 0.00 25.75hi 33.16 fg
0.25 83.25efgh 122.00 be
0.50 183.33 ab 233.66 a
1.00 23141 a 156.33 b
Segmento 0.00 41.08 ghi 42.41 efg
Basal do 0.25 98.66 defg  91.33 cde
cotilédone 0.50 137.75bcde  65.66 defg
1.00 175.16 abc 84.75 cdef
Segmento 0.00 35.16 hi 36.41 fg
Mediano 0.25 50.41 ghi 40.91 efg
do 0.50 65.75 fghi  41.75 efg
Cotilédone 1.00 84.83 efgh 44.83efg

*Valores (N=12) da mesma coluna, seguidos pela mesma
letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo
~ teste da Diferengca Minima Significativa.
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4.2.2. Efeito de NAA, 2,4-D, presenca e auséncia de luz na formacéio de calos a partir
de segmentos de raiz e de hipocétilo de plintulas de C. fissilis germinadas na auséncia

de luz

Os efeitos de NAA e 2,4-D na formag@o de raizes e calos a partir de segmentos de
raizes e hipocétilo estio apresentados nas Tabelas 18 ¢ 19. Em nenhum dos tratamentos
houve a formagio de ramos. Os resultados da Tabela 18 indicam que em segmentos de
raizes ocorreu rizogénese em apenas 50% dos explantes, no tratamento com 0.5 mg/l de
NAA, na auséncia de luz,v enquanto que em segmentos de hipocétilo ocorreu formagdo de
raizes em todos os tratamentos com NAA, tanto na presenga quanto auséncia de luz, com
freqiiéncias variando entre 8.33 e 50%. Os tratamentos com 2.4-D inibiram totalmente a
formacdo de raizes. Com relagdo a formag@o de calos (Tabela 19), verifica-se que em
segmentos de raizes houve formagdo de calos na presenca de luz, nas concentragdes de
FO.50—1.0 mg/l de NAA ou 2,4-D, ao passo que na auséncia de luz, apenas na concentragio
de 1.0 mg/l de NAA e em todas as concentragdes de 2,4-D, sendo que as taxas maximas
observadas (75-100%) ocorreram nas tltimas condicdes mencionadas. Nos tratamentos
controles ndo houve formagio de calos. Com relaggo aos segmentos de hipocétilo, verifica-
se que 0 2,4-D e o NAA induziram a formagdo dos mesmos, em todas a concentragdes,

tanto na presenga quanto na auséncia de luz, em taxas variando de 75-100%.
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Tabela 18. Efeitos de NAA, 2.4 D, presenca e auséncia de luz, na freqiiéncia (%) de
rizogénese a partir de segmentos de raiz e hipocétilo de plantulas de Cedrela fissilis com 20

dias, germinadas na auséncia de luz.

Condi¢do Auxina Concentragdo Explante
de cultura (mgfl)  Raizes Hipocétilo
Presenca NAA 0.00 0 0
de luz ‘ 0.25 0 ©50.0
0.50 0 16.6
1.00 0 8.33
2.4-D 0.00 0 0
0.25 0 0
0.50 0 0
1.00 0 0
Auséncia NAA 0.00 0 0
de luz 0.25 0 33.3
0.50 50.0 16.6
1.00 0 8.33
2.4-D 0.00 0 0
0.25 0 0
0.50 0 0
1.00 0 0

*Valores sdo proporgdes obtidas de 12 culturas, apos 45 dias de cultura
in vitro. :
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Tabela 19. Efeitos de NAA, 2.4 D, presenca e auséncia de luz, na freqii€éncia (%) de
formagio de calos a partir de segmentos de raiz e hipocétilo de plantulas de Cedrela fissilis

com 20 dias, germinadas na auséncia de luz.

Condi¢do Auxina Concentragdo Explante
de cultura (mg/l) Raizes Hipocotilo
Presenga NAA 0.00 X0 16.6
de luz 0.25 0 83.3
0.50 16.6 91.6
1.00 16.6 100
2.4-D 0.00 0 0
0.25 0 100
0.50 66.6 100
1.00 16.6 100
Auséncia NAA 0.00 0 0
de luz 0.25 0 91.6
0.50 0 83.3
1.00 8.33 91.6
2.4-D 0.00 0 58.3
0.25 75.0 100
0.50 100 100
1.00 75 75.0

*Valores s3o propor¢des obtidas de 12 culturas, apds 45 dias de cultura
invitro.



Na Tabela 20 estdo apresentados os valores de peso da matéria fresca das culturas
obtidas a partir de segmentos de raizes e hipocétilo cultivados em meios com NAA e 2,4-D,
na presenga e auséncia de luz. Verifica-se que o tratamento com 1.0 mg/l de 2.4-D, em
segmentos de hipocétilo na auséncia de luz possibilitou a obtengéio de valor de peso da
matéria fresca cerca de 254.08 mg, sigr_liﬁcativamente superior aos demais tratamentos com
este regulador. Nos tratamentos com NAA, segmentos de raizes cultivados na ausé€ncia de
luz, com 1.0 mg/l e segmentos de hipocatilo, cultivados na auséncia de luz, com 0.25 mg/1
apresentaram respectivamente, 204.25 mg e 189.58 mg de peso da matéria fresca das
culturas, valores estes estatisticamente iguais e significativamente superiores aos demais

tratamentos.

Tabela 20. Efeitos de NAA, 2.4-D, presencga e auséncia de luz, na formagdo de calos a
partir de segmentos de raizes e de hipocétilo de plantulas de Cedrela fissilis com 20 dias,

germinadas na auséncia de luz.

Condi¢do Explante Concentracdo  Peso da matéria fresca

de cultura (mg/1) (mg)
2.4-D NAA
Presenca  Raizes 0.00 1591 f 17.66 d
de luz 0.25 1091 f 13.00d
0.50 4691 ef 19.75d
1.00 27.83 ef 1891d
Hipocétilo 0.00 50.00 ef 14.50d

0.25 144.66 ¢ 18.25d
0.50 168.50 bc 41.66 d
1.00 176.08 be 23.084d

Auséncia Raizes 0.00 17.08 £ 51.33d
de luz 0.25 56.66 de 180.41 ab
0.50 95.00d 136.41 be

1.00 9441d 204.25a

Hipocétilo 0.00 40.50 ef 30.75d

0.25 19791b 189.58 a
0.50 191.75b 12391 ¢
1.00 254.08 a 131.41 be

“Valores (N=12) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra ndo dife-

rem significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenca Minima
Significativa.
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4.2.3. Formagio de calos em segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

4.2.3.1- Efeitos da posicio do explante no meio de cultura

Os efeitos da posicdo do explante na morfogénese em segmentos nodais
cotiledonares cultivados em meio MS, suplementado com 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de
NAA, na presenca e auséncia de luz, estdo apresentados na Tabela 21. Na auséncia de luz
ocorreu inibi¢do da formagdo de ramos, tanto nos explantes em posigéo horizontal quanto
vertical. Porém na presenga de luz as culturas na posicéo vertigal apresentaram 50% de
formagio de ramos e na posigdo horizontal 25%. Com relagdo a formagfo de raizes
somente os explantes na posi¢éo horizontal, tanto na presen¢a quanto na auséncia de luz,
formaram raizes, cerca de 25.0 e 8.33%, respectivamente. Ocorreu formagéo de calos em
91.6% dos explantes cultivados na presenca de luz na posi¢do horizontal, enquanto que nos
demais tratamentos ocorreu formacéo de calos em 100% dos explantes. O peso da matéria
fresca de calos produzidos por segmentos nodais cotiledonares cultivados na posigéo
vertical; na presenga de luz, 493.17 mg foi significativamente superior ao tratamento
posi¢do horizontal na auséncia de luz. Na presenga de luz, a posi¢io do explante parece ndo
afetar tanto o peso da matéria fresca do calo produzido, enquanto que, na auséncia de luz,
os calos formados a partir do explante colocado na posi¢io vertical parecem apresentar

melhor crescimento.

Tabela 21. Efeitos da posi¢do do explante, presen¢a e auséncia de luz, nas respostas
l morfogénicas e no crescimento de calos em segmentos nodais cotiledonares de Cedrela

fissilis cultivados em meio MS suplementado com 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA.

Condicdo de Posicdodo Ramos Raizes Calos Pesoda

Cultura explante (%) (%) %) matéria fresca
dos calos (mg)

Presenca de Horizontal 225.0 250 91.6 Y467.25ab

luz Verticalk @ 500 O 100 493.17 a

Auséncia de Horizontal 0 8.33 100 263.50b

luz Vertical 0 0 100 431.67 ab

*Valores sdo proporgdes obtidas de 12 culturas aos 45 dias.
YValores (N=12) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo dife-
rem ao nivel de 5% pelo teste da Diferenca Minima Significativa.
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4.2.3.2- Efeito de meios de cultura

Os efeitos de diferentes formulagbes salinas, suplementadas com, 0.5 mg/l de BA,
1.0 mg/l de NAA e 2% de sacarose, na morfogénese em segmentos nodais cotiledonares,
inoculados na posi¢do vertical, na presenca de luz, estdo apresentados na Tabela 22. Os
meios MS, WPM, BS5S e Kao foram os unicos onde ocorreu a inducdo de ramos,
apresentando percentuais de 50.0, 41.6, 25.0 e 41.6% respectivamente. A formacdo de
raizes ocorreu nos meios WPM, B5 e Kao nas porcentagens respectivas de 25.0%, 8.33% e
8.33%. Com relagdo a formagdo de calos, todas as formulagdes salinas promoveram a
indugio de calos, sendo que nos meios MS, WHITE e WPM o percentual foi de 100%, no
meio SCHENK, de 91.6%, no B5 de 83.3% e no meio Kao, de 83.3%. O peso da matéria
fresca dos calos obtidos no meio MS, cerca de 493.16 mg, foi significativamente superior
aos demais meios de cultura, sendo que o meio WHITE foi o que produziu calos com o

menor valor de peso de matéria fresca, com apenas 84.08 mg.

Tabela 22. Efeitos de diferentes formulagGes salinas de meios de cultura suplementados
com 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA, nas respostas morfogénicas e crescimento de
calos, na presenga de luz, a partir de segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis,

inoculados na posi¢éo vertical.

Formulagdo Ramos Raizes Calos Pesoda

salina %) (%) (%) matéria fresca
dos calos (mg)

MS 500 O 100 ¥493.16 a
WHITE 0 0 100 84.08 ¢
WPM 41.6 25.0 100 242.25b
SCHENK 0 0 91.6 151.25 be

B5 25.0 8.33 83.3 174.91 bc
KAO 41.6 8.33 83.3 237.66 b

*Valores sdo proporgdes obtidas de 12 culturas.
YValores (N=12) da mesma coluna seguidos pela mesma
letra nio diferem ao nivel de 5% pelo teste da Diferenca
Minima Significativa

47



4.2.3.3- Efeito da concentragéo de sacarose

A Tabela 23 apresenta os efeitos de diferentes concentragbes de sacarose, na
formagio e crescimento de calos a partir de segmentos nodais cotiledonares cultivados em
meio MS, suplementado com 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA, na posigéo vertical € na
presenca de luz. Aumentos na concentracdo de sacarose interferiram nas diferentes
respostas morfogénicas obtidas. Com relagio a formagdo de rambs, concentragdes de
sacarose de 4, 6 ¢ 8% diminuiram as taxas de formac&o de ramos para 33.3, 16.0 ¢ 0
respectivamente, quando comparados com a concentragéo de 2%, onde obteve-se 50% de
explantes com formag3o de ramos. Na concentragdo de sacarose de 4% obteve-se a maior
taxa de formagdo de raizes (33.3%), sendo que aumentos na concentracdo para 6 ¢ 8%
diminuiram as taxas de enraizamento para 8.33 e 0% respectivamente. A percentagem de
senescéncia dos explantes aumentou de 0% no meio com 2% de sacarose, para 8.33% em
meios com 4% de sacarosé, para 16.6% com 6% sacarose € 41.6% para meios com 8% de
sacarose. A formagdo de calos diminuiu com o aumento da concentragio de sacarose. As
taxas de formagdo de calos foram de 100% em meios com 2% de sacarose para 66.6%,
58.3% e 25.0% respectivamente em meios com 4%, 6% e 8% de sacarose. O peso da
matéria fresca dos calos produzidos também foi reduzido, quando aumentou-se a
concentragdo de sacarose no meio. O meio com 2% de sacarose foi significativamente
superior aos demais, produzindo cerca de 493.17 mg de peso da matéria fresca de calos,
enquanto que nos meios com 4%, 6% e 8%, produziu-se respectivamente, 362.08 mg,
191.25 mg e 100.58 mg.
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Tabela 23. Efeito de diferentes concentragdes de sacarose em meio MS, suplementado com
0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA nas respostas morfogénicas e crescimento de calos, na
presenga de luz, a partir de segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis, inoculados

na posicgéo vertical.

Concentracdo Ramos Raizes Senes- Calos Peso da matéria

de sacarose (%) (%) céncia (%) fresca dos calos
(%) (%) (mg)

2 500 O 0 100 ¥493.17 a

4 333 333 8.33 66.6 362.08 ab

6 16.6  8.33 16.6 58.3 191.25 be

8 0 0 416 25.0 100.58 ¢

“Valores sdo propor¢des obtidas de 12 culturas.
YValores (N=12) da mesma coluna seguidos pela mesma letra nfo
diferem ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa.
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4.3. MORFOGENESE “IN VITRO” EM COTILEDONES DE Cedrela fissilis Vell
(MELIACEAE)

4.3.1. Morfogénese “in vitro” em cotilédones isolados de C. fissilis

As respostas morfogénicas obtidas, a partir de culturas de cotilédones isolados de
plantulas de C. fissilis cultivados na presenga e auséncia de luz, em meio MS suplementado
com diferentes concentragGes de BA, est@o apresentados nas Tabelas 24 e 25.

Verifica-se que, independente da origem dos cotilédones, uma propor¢do muito
pequena, cerca de 8.33% deles formaram ramos na presenca de luz. Assim, quando
cotilédones foram removidos de plantulas de C. fissilis com 30 dias, germinadas na
presenga de luz, estes ramos foram formados em meio desprovido de reguladores de
crescimento (Figura-6C), enquanto que em cotilédones removidos de plantulas com 20
dias de idade, germinadas na auséncia de luz, estes ramos foram formados em meio
contendo 0.12 mg/l de BA. Na auséncia e luz, néo foi observada a formag#o destes ramos
em nenhuma das concentragdes testadas.

Com relagdo a formagfio de raizes verifica-se, pelas Tabelas 24 e 25, que nos
cotilédones excisados de plantulas de 30 dias, germinadas na presenca de luz, ocorreu
rizogénese apenas nos controles, na presen¢a ¢ auséncia de luz (Figura-6A,B). J4 nos
cotilédones oriundos de plantulas com 20 dias, germinadas na auséncia de luz, a rizogénese
ocorreu nos controles, na presenga ¢ auséncia de luz, ¢ também em todas as concentragdes
de BA, na‘auséncia de luz, mas apenas na concentrag@o de 0.06 mg/l de BA, na presenca de
luz. Desta forma a adi¢io de BA, inibiu a formacgéo de raizes em cotilédones de plantulas
de 30 dias.

A senescéncia dos cotilédones pareceu ter sido potencializada pela exposigédo a luz,
uma vez que nos tratamentos na auséncia de luz a taxa méxima de senescéncia, ao final de
45 dias de cultivo, foi de apenas 8.33%, enquanto que nos tratamentos mantidos na
presenca de luz, as taxas variaram entre 83.3 e¢ 100%, mesmo nos cotilédones que
formaram raizes e/ou calos. Nos tratamentos mantidos na presenga de luz a senescéncia
iniciou-se a partir da segunda semana de cultivo.

A formagdo de calos apenas ocorreu nos tratamentos na presenga de luz € com
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suplementagio exdgena de BA (Figura-6D), obtendo-se uma taxa de formagdo de calos

méxima de 83.3%, no tratamento com 0.25 mg/l de BA, com cotilédones de plantulas com

20 dias germinadas na auséncia de luz (Tabela 25) e de 50.0% e 58.3%, nos tratamentos

com 0.25 e 0.12 mg/l de BA, respectivamente, em cotilédones de plantulas com 30 dias

germinadas na presenga de luz (Tabela 24).

Tabela 24. Efeitos de BA, presenga e auséncia de luz na morfogénese em cotilédones de

plantulas de Cedrela fissilis com 30 dias, germinadas na presenga de luz.

Condi¢do BA Numero Ramos Raizes Calos Senescéncia
de cultura (mg/l) De (%) (%) (%) (%)
Explantes

Auséncia 0.0 12 a0 25.0 0 0

de luz 0.06 12 0 0 0 8.33
0.12 12 0 0 0 8.33
0.25 12 0 0 0 0

Presenca 0.0 12 8.33 8.33 0 91.6

de luz 0.06 12 0 0 0 100
0.12 12 0 0 58.3 91.6
0.25 12 0 0 50.0 100

*Valores sdo proporgdes obtidas de 12 culturas, avaliadas aos 45 dias de cultura in vitro.

Tabela 25. Efeitos de BA, presenca e auséncia de luz na morfogénese em cotilédones de

plantulas de Cedrela fissilis com 20 dias, germinadas na auséncia de luz.

Condicdo BA Namero  Ramos Raizes Calos Senescéncia
de cultura (mg/l) De (%) (%) (%) (%)
Explantes

Auséncia 0.0 12 0 25.0 0 0

de luz 0.06 12 0 333 0 8.33
0.12 12 0 16.6 0 8.33
0.25 12 0 8.33 0 0

Presenca 0.0 12 0 25.0 0 100

de luz 0.06 12 0 8.33 0 100
0.12 12 8.33 0 0 91.6
0.25 12 0 0 83.3 83.3

- *Valores sio proporgOes obtidas de 12 culturas, avaliadas aos 45 dias de cultura in vitro.
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Figura 6- Rizogénese direta em cotilédones de C. fissilis, cultivados em meio MS na
auséncia de reguladores de crescimento. Cultura mantida na presenga de luz (A) e auséncia
de luz (B). Brotagdes formadas no peciolo do cotilédone de C. fissilis em meio MS, na
presenga de luz (C). Calos formado na base do peciolo de cotilédone de C. fissilis em meio
MS com 0.25 mg/l de BA (D). Barras = 1 cm.
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4.3.2. Morfogénese “in vitro” em segmentos medianos de cotilédones de C. fissilis

Na Tabela 26 estio apresentadas as porcentagens das diferentes respostas
morfogenéticas e do peso da matéria fresca das culturas obtidas a partir do cultivo de
segmentos medianos de cotilédones de C. fissilis, cultivados em meio MS suplementado
com 20 g/1 de sacarose, 2 g/l de fitagel e com diferentes concentragdes de BA e NAA,
isolados ou em combinagdo. Verifica-se que nenhum dos tratamentos induziu a formagio
de ramos.

A formagdo de raizes esteve sempre associada a presenga de NAA, em diferentes
concentragdes, combinado ou ndo com BA. Nos tratamentos sem NAA a formagdo de
raizes ndo ocorreu. BA, na concentracdo de 3.0 mg/l, isolado ou em combinagdo com
diferentes concentragdes de NAA, inibiu a formacdo de raizes, exceto no tratamento em
que 3.0 mg/l de BA foi combinada a 2.0 mg/l de NAA. Neste caso ocorreu a formagio de
raizes em 25% dos explantes. As taxas de formagdo de raizes foram bastante diversificadas
para os diferentes tratamentos, sendo que o percentual maximo de formagéo de raizes, cerca
de 75%, ocorreu no tratamento com 1.0 mg/1 de BA e 2.0 mg/l de NAA.

Com relagfo a formac&o de calos, observa-se que estes somente se formaram quando
houve a combinagdo de diferentes concentragdes de BA e NAA, sendo que quando estes
reguladores foram utilizados isoladamente nZo induziram a formagéo de calos nos
segmentos de cotilédones. Normalmente associado a formagdo de calos ocorreu,
posteriormente, a formagdo de raizes, exceto nos tratamentos com BA, na concentragéo de
3.0 mg/l. Valores de 100% de calos formados foram obtidos nos tratamentos com
concentragdes de 2.0 mg/l de BA combinados com NAA, nas concentragdes 0.5 € 2.0 mg/l,
bem como nos tratamentos com 3.0 mg/l de BA, combinados com 0.25, 0.5 € 2.0 mg/1 de
NAA.

Os diferentes pesos de matéria fresca das culturas obtidos refletem os pesos de
matéria fresca dos calos, associados ou ndo as raizes. O tratamento com 3.0 mg/l de BA
combinado com 0.25 mg/l de NAA produziu o maior valor de peso da matéria fresca

produzida, cerca de 340.58 mg, sendo significativamente superior aos demais tratamentos.
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Tabela 26. Efeitos de BA e NAA isolados e/ou em combinagdes na morfogénese de
segmentos medianos de cotilédones de Cedrela fissilis obtidos de plantulas com 35 dias,
germinadas na presenca de luz.

BA NAA Ramos Raizes Senescén- Calos Peso da matéria

(mg/l) (mg/l) (%) (%) cia (%) (%) Fresca das culturas
(mg) _
0.0 0.0 %0 0 100 0 ¥37.66 i
0.0 0.25 0 0 66.6 0 60.42 hi
0.0 0.5 0 50.0 50.0 0 118.83 fgh
0.0 1.0 0 25.0 83.3 0 54.83 hi
0.0 2.0 0 8.33 100 0 49.25 hi
0.0 3.0 0 58.3 41.6 0 127.16 efgh
0.25 0.0 0 0 100 0 35831
0.25 0.25 0 8.33 75.0 0 69.91 hi
0.25 0.5 0 41.6 41.6 50.0 128.00 efgh
0.25 1.0 0 41.6 16.6 41.6 169.91 cdef
0.25 2.0 0 25.0 333 66.6 158.66 cdef
0.25 3.0 0 25.0 0 75.0 118.25 fgh
0.5 0.0 0 0 0 0 48.58 hi
0.5 0.25 0 8.33 16.6 75.0 136.83 defg
0.5 0.5 0 0 33.3 66.6 150.08 defg
0.5 1.0 0 8.33 16.6 75.0 119.25 fgh
0.5 2.0 0 33.3 16.6 83.3 298.58 ab
0.5 3.0 0 16.6 25.0 75.0 188.58 bedef
1.0 0.0 0 0 83.3 16.6 69.75 hi
1.0 0.25 0 8.33 33.3 75.0 132.83 defgh
1.0 0.5 0 25.0 0 75.0 199.75 bede
1.0 1.0 0 41.6 16.6 50.0 138.08 defg
1.0 2.0 0 75.0 33.3 91.6 205.08 bede
1.0 3.0 0 16.6 33.3 83.3 218.75 bede
2.0 0.0 0 0 100 0 80.33 ghi
2.0 0.25 0 25.0 25.0 66.6 236.41 bed
2.0 0.5 0 8.33 0 100 196.66 bede
2.0 1.0 0 16.6 8.33 83.3 227.41 bede
2.0 2.0 0 41.6 0 100 316.83 ab
2.0 3.0 0 8.33 16.6 83.3 144.08 defg
3.0 0.0 0 0 100 0 52.08 hi
3.0 0.25 0 0 0 100 340.58 a
3.0 0.5 0 0 0 100 297.66 ab
3.0 1.0 0 0 16.6 83.3 166.25 cdef
3.0 2.0 0 25.0 0 100 302.50 ab
3.0 3.0 0 0 8.33 91.6 253.91 abc

*Valores sdo proporgdes obtidas de 12 culturas.
YValores (N=12) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra ndo diferem significativa —
mente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenca Minima Significativa.
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4.4. CONSERVACAO “IN VITRO” DE Cedrela fissilis Vell. (MELIACEAE)

4.4.1. Conservacio “in vitro” de dpices e segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis
4.4.1.1. Desenvolvimento dos explantes encapsulados em meio de recuperacio padrio

A capacidade de apices, segmentos nodais foliares e cotiledonares retomarem o
crescimento apds o encapsulamento em alginato de célcio (Figura-7A,B) estd apresentada
na Tabela 27. Observa-se que estes explantes, encapsulados em alginato, iniciaram o
rebrotamento ja a partir do 5° dia e atingiram valores maximos de rebrotamento, 100, 100 e
98.0% para apices, segmentos nodais cotiledonares e foliares respectivamente, por volta do
13° dia apds a inoculagéo das capsulas em meio de recuperagédo (Figura-7D).

A Tabela 28 mostra as taxas de formac&o de raizes, de ramos, de calos e senescéncia
destes explantes encapsulados, apés 18 dias no meio de recuperagdo e em seguida
inoculados em meios com diferentes concentragdes de IBA, para induzir o enraizamento.
Verificou-se que, para todos os explantes, os valores maximos de enraizamento alcangados,
ocorreram nos tratamentos com IBA nas concentragdes de 0.5 e 1.0 mg/l, ap6s 45 dias de
cultivo. Foram atingidos valores maximos de enraizamento de 4pices de 58.3% em meio
com 1.0 mg/l de IBA, de segmento nodais cotiledonares, também de 58.3%, em meio com
0.5 mg/1 de IBA e de 41.6% para nds foliares em meios com 0.5 € 1.0 mg/l de IBA. Houve
a formacdio de ramos em 100% dos diferentes explantes encapsulados no diferentes
tratamentos com IBA. NZo ocorreram a formacdo de calos e tampouco a senescéncia dos
explantes ao final de 45 dias de cultivo.

Os efeitos do cultivo, por 45 dias dos explantes encapsulados em meios com
diferentes concentragdes de IBA, sobre alguns pardmetros de crescimento, apds
rebrotamento dos mesmos em meio de recuperagdo por 18 dias, estdo apresentados na
Tabela 29. Com relagdo ao ntimero de ramos, nés foliares encapsulados, inoculados em
meio com 1.0 mg/l de IBA, tiveram desempenho significativamente superior aos demais
explantes, nos diferentes meios, produzindo 1.91 ramos por n6 foliar encapsulado. Quanto
aos demais pardmetros de crescimento avaliados, os 4pices encapsulados, inoculados em

meio com 0.5 mg/l de IBA, apresentaram valores significativamente superiores aos demais
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tratamentos, sendo com relagdo ao comprimento de ramos (3.4 cm), niumero de nés (7.9),
ntimero de gemas (9.0) e ntimero de folhas (7.6). A excegéo se deu com relagdo ao niimero
de raizes, onde capsulas de segmentos nodais cotiledonares rebrotados, inoculados em meio
com 0.5 mg/1 de IBA, formaram 1.5 raizes por explante, sendo significativamente superior
aos demais tratamentos. Com relagéo ao comprimento das raizes nfo ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos, atingindo-se valores maximos de 6.5 e 5.1 cm em
segmentos nodais cotiledonares e 4pices em meio com 1.0 mg/l de IBA, respectivamente, e

4.3 cm em segmentos nodais foliares em meio com 0.5 mg/1 de IBA.

4.4.1.2. Armazenamento de dpices e segmentos nodais cotiledonares encapsulados em

substratos com diferentes concentracdes de agar

A capacidade de sobrevivéncia de édpices e segmentos nodais cotiledonares de C.
fissilis, encapsulados em alginato de célcio contendo MS e 2% de sacarose, armazenados
em meios limitantes ao crescimento compostos por agua destilada e diferentes
concentragdes de agar (Figura-7C), por periodos de 3, 6 € 9 meses, e apds inoculados em
meio de recuperagio estdo apresentados nas Tabelas 30, 31 e 32, respectivamente.

Ap6és 3 meses de armazenamento, tanto &pices quanto segmentos nodais
cotiledonares encapsulados, mantiveram uma capacidade de rebrotamento bastante alta,
com valores variando entre 81.2 e 100% de rebrotamento. Segmentos nodais cotiledonares
encapsulados, quando armazenados em meio com 0.4 e 0.7% de agar e apices encapsulados
em meio com 0.7% de agar, apds 3 meses de armazenamento, apresentaram capacidade de
rebrotamento significativamente superiores aos demais tratamentos, atingindo valores de
100, 95.8 € 95.8% de rebrotamento, respectivamente, ap6s 23 dias de cultivo em meio de
recuperagdo. Apices encapsulados armazenados em meio com 1.0% de agar apresentaram
porcentagens de rebrotamento significativamente inferiores aos tratamentos com 0.7% e
também em relagdo aos segmentos nodais cotiledonares em 0.4 e 0.7%.

Apds 6 meses de armazenamento, a capacidade de rebrotamento, tanto de segmentos
nodais cotiledonares quanto de apices foi praticamente reduzida para menos da metade.

Apices encapsulados, armazenados em meio com 0.4% de 4gar, possibilitaram durante todo
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o periodo de avaliagdo, valores percentuais de rebrotamento significativamente superiores
aos demais tratamentos, estabilizando ao final de 23 dias em 43.7%.

A capacidade de rebrotamento destes explantes, reduziu-se drasticamente, apés 9
meses de armazenamento. Nesta situag@o obteve-se valores que variaram entre 2.1 e 6.2%
de rebrotamento ao final de 23 dias de cultivo. Ndo houve diferengas significativas ao
longo de todo periodo de avaliagdo do rebrotamento, nos diferentes tratamentos, apesar dos
maiores valores 8.3%, para segmentos nodais cotiledonares, e 6.2%, para apices, terem sido

observados em agar 0.4%.

Tabela 27. Rebrotamento (%) de explantes de Cedrela fissilis, encapsulados em alginato

de célcio e inoculados em meio MS suplementado com 0.5 mg/1 de BA.

Explantes Tempo (dias)

5 7 9 11 13
Apices “19.4 416 967 100 100
Segmentos nodais
cotiledonares 104 229 520 958 100
Segmentos nodais
foliares 83 208 54.0 916 98.0
“Valores obtidos, sdo as médias de 3 repeticdes com 12
explantes cada.
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Tabela 28. Freqiiéncia (%) de respostas morfogénicas produzidas em culturas de dpices e
de segmentos nodais cotiledonares e foliares de Cedrela fissilis encapsulados, rebrotados
em meio de recuperacio e transferidos para o meio MS suplementado com IBA. Dados

apos 45 dias de cultura in vitro.

Explante IBA  Ramos Raizes Calos Senescéncia
mgh o) (o) () ()

Segmentos 0.0 100 166 0 0
nodais 0.25 100 583 0 0
Cotiledonares 0.5 100 58.3 0 0
1.0 100 500 O 0
Segmentos 0.0 100 250 O 0
nodais 0.25 100 250 O 0
Foliares 0.5 100 41.6 0 0
1.0 100 416 O 0
Apices 0.0 100 416 0 0
0.5 100 500 O 0
1.0 100 583 0 0

“Valores foram obtidos a partir de no minimo 3 repeti¢cdes de
12 explantes.
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Tabela 29. Efeito de IBA no desenvolvimento de microplantas de Cedrela fissilis obtidas a
partir de 4pices e de segmentos nodais cotiledonares e foliares encapsulados, rebrotados em
meio de recuperacéo e transferidos para o meio MS suplementado com IBA. Dados apés 45

dias de cultivo in vitro.

Explante @IBA Numero Compri- Nimero Numero Nuimero Numero Compri-
(mg/l) deramos mento de nos de gemas de folhas de raizes mento das

ramos raizes

(cm) (cm)
Segmento 0.0 Z158ab l.01d 4.50 cd 6.33 bc 529abc  0.16¢ 230a
nodal 025 1.50b 285abc 6.45abcd 7.95abc 6.95abc 1.25ab 5.56a
Cotiledo- 0.5 1.66ab  1.74abcd 6.37abcd 791abc 6.70abc 1.50a 326a
nar 1.0 1.66 ab 292abc 7.08 ab 8.75a 7.33 ab 1.25ab 6.47 a

Segmento 0.0  1.66ab 149cd 433d  620bc  5.02bc  0.75abc 1.90a
nodal 025 150b  098d  488bcd 625bc 525abc 025bc  2.08a
Foliar 0.5 141b  146cd 495bcd 6.79abc 570abc 0.83abc 4.332

10 191a  170bed 437d  566c  4.62c  09labc 3.52a

Apices 0.0 100c  168cd 6.4labcd 7.58abc 6.58abc 0.75abc 42la
0.5 100c 336a  791a  900a  7.58a 1.00abc  347a
1.0 100c 333a  700abc 808ab 675abc 09labc 5.12a

*Valores (N=36-48) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa.
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Tabela 30. Freqiiéncia (%) de rebrotamento em meio MS com 0.5 mg/1 de BA, de éapices e

de segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis encapsulados em alginato e

armazenados por 3 meses em meio com agua destilada e 4gar em diferentes concentragdes.

Explante Agar Tempo (dias)
(%) 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Segmentos 0.4 %562 70.8 89.5 100 100 100 100 100 100 *100a
nodais 0.7 333 625 812 89.5 93.7 95.8 95.8 95.8 95.8 95.8a
cotiledonares 1.0 333 66.6 72.8 87.4 89.5 89.5 89.5 93.7 93.7 93.7 ab
Apices 04 333 50.0 562 749 812 812 85.4 854 854 91.6ab
0.7 333 520 52.0 77.0 81.2 83.3 85.4 854 91.6 95.8a
1.0 29.1 41.6 54.1 73.0 73.0 73.0 77.0 77.0 79.0 81.2b

“Valores s3o proporcdes obtidas de 4 repeticdes de 12 explantes por tratamento.
YValores (N=48) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa.

Tabela 31. Freqiiéncia (%) de rebrotamento em meio MS com 0.5 mg/l de BA, de épices e

de segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis encapsulados em alginato e

armazenados por 6 meses em meio com agua destilada e 4gar em diferentes concentragées.

Explante Agar Tempo (dias)
(%) 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Segmentos 04 0.0 41 125 125 125 12.5 12.5 14.5 145 Y1450
nodais 0.7 0.0 4.1 103 12.5 16.6 16.6 16.6 18.7 18.7 20.8b
cotiledonares 1.0 00 0.0 8.3 14.5 187 20.8 20.8 20.8 20.8 20.8b
Apices 04 145 29.1 354 37.5 375 37.5 37.5 41.6 416 43.7a
0.7 6.3 14.5 18.7 20.8 23.0 23.0 25.0 25.0 29.1 29.1ab
1.0 21 41 83 83 83 83 104 125 125 145b

“Valores sdo proporgdes obtidas de 4 repetigdes de 12 explantes por tratamento.
YValores (N=48) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra nfo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenca Minima Significativa.



Tabela 32. Freqiiéncia (%) de rebrotamento em meio MS com 0.5 mg/l de BA, de 4pices e
de segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis encapsulados em alginato e

armazenados por 9 meses em meio com agua destilada e 4gar em diferentes concentragdes.

Explante Agar Tempo (dias)
(%) 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Segmentos 04 %0 00 00 00 00 21 21 41 41 '83a

nodais 0.7 00 00 00 00 00 21 21 41 41 41a
cotiledonares 1.0 21 21 21 41 41 41 41 62 62 62a

Apices 0.4 21 21 21 21 21 21 21 41 41 62a
0.7 00 00 00 00 00 00 21 21 21 2la
1.0 00 00 21 21 21 21 21 21 21 2la

*Valores sdo propor¢des obtidas de 4 repeti¢des de 12 explantes por tratamento.
YValores (N=48) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenca Minima Significativa.
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Figura 7- Segmento nodais cotiledonares de C. fissilis encapsulados em alginato (A).
Apices de C. fissilis encapsulados em alginato (B). Segmentos nodais cotiledonares
encapsulados em alginato, armazenados em meio limitante ao crescimento (C).
Microplantas de C. fissilis, com 90 dias, obtidas de dpices (esquerda) e segmentos nodais
cotiledonares (direita) rebrotados em meio MS com 0.5 mg/l de BA (D). Barras = 1 cm.
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4.4.2. Criopreservacio de sementes de C. fissilis

Os dados da Tabela 33 indicam que as sementes de C. fissilis, que foram
criopreservadas em nitrogénio liquido, possuiam teor de umidade em torno de 6-7%. Na
Tabela 34 e Figura 8, estdo apresentadas as taxas e as curvas de germinacéo de sementes,
que foram criopreservadas em nitrogénio liquido (Figura-9A), bem como a germinagédo de
sementes que ndo sofreram tal tratamento. Observa-se que no final de 10 dias o percentual
de sementes germinadas nas duas condi¢Ges ndo foi estatisticamente diferente, apesar de
terem sido detectadas diferengas estatisticas no terceiro dia, sendo significativamente
maiores as porcentagens de germinagdo das sementes criopreservadas (28.3%). Obteve-se
valores maximos de germinagéo de 91.6% e 90% para sementes criopreservadas e néo
criopreservadas, respectivamente. Esta mesma constatagéo foi verificada pelo teste de
tetrazolio (Figura-9B), realizado com sementes criopreservadas e ndo criopreservadas,
cujos resultados estdo apresentados na Tabela 3S. Verifica-se que ndo houve diferenca
significativa na viabilidade, tanto para sementes criopreservadas quanto para as ndo
criopreservadas, sendo detectadas taxas de viabilidade de 93.3 e 94.9%.

O crescimento das plantulas em substrato areia/solo (Figura-9C,D), obtidas a partir
de sementes criopreservadas e nfo criopreservadas estdo apresentados na Tabela 36.
Observa-se que n3o houve diferenca significativa para todos os pardmetros de crescimento

avaliados, tanto aos 15 quanto aos 30 dias ap0s a transferéncia.

Tabela 33. Teor (%) de umidade de sementes de Cedrela fissilis, ap6s diferentes tempos de

secagem em estufa a 75° C.

Repeticio  Peso da matéria Peso da matéria Agua

Fresca secaapés48h (%)
(mg) (mg)
Lote 1 337 313 7.1
Lote 2 311 290 6.7
Lote 3 303 285 59
Médiat DP *317+17.7 296+14.9 6.56+0.61

“Valores foram obtidos a partir de trés repeti¢cdes de 10 sementes.
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Tabela 34. Germinagdo (%) em placas de Petri forrada com papel filtro umedecido, de

sementes de Cedrela fissilis, criopreservadas e ndo criopreservadas em nitrogénio liquido.

Tratamento Repetico Tempo (dias)
2 3 4 3 6 7 8 9 10
Sementes ] 0 166 333 666 833 833 833 833 100
meser- 2 833 333 500 666 750 75.0 75.0 75.0 75.0
3 250 333 666 833 833 833 916 916 91.6
- 250 500 500 500 666 750 750 750 916
5 833 833 833 583 833 833 916 916 100
Média Y133a 283a 416a 649a 783a 799a 833a 833a 916a
Sementes ] 0 8.33 166 416 583 833 833 833 833
gzzpreser- 2 8.33 166 333 583 833 833 916 916 100
vadas 3 0 833 583 66.6 833 833 833 833 091.6
4 833 833 333 583 583 750 750 833 833
5 8.33 833 250 500 75.0 833 91.6 91.6 091.6
Média 49 a 99b 333a 549a 71.6a 8l.6a 849a 866a 899a

“Valores s3o propor¢des obtidas de 12 sementes.
YValores (N=5) da mesma coluna, seguidos pela mesma letra nio diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste da Diferenga Minima Significativa.



Germinacgao (%)

1 2 3 4 5 6 Fj 8 9 10

Tempo (dias)

—&— Criopreservadas —— Nao criopreservadas

Figura 8 — Curva de germinagdo em placas de Petri em papel de filtro umedecido, de
sementes de Cedrela fissilis, criopreservadas e ndo criopreservadas em nitrogénio liquido.
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Tabela 35. Viabilidade (%) de sementes de Cedrela fissilis, ndo criopreservadas e apos

criopreservagdo em nitrogénio liquido, determinada pelo teste de tetrazélio.

Tratamento Repeti¢des Viabilidade (%)
Sementes  ndo 1 91.6
criopreservadas 2 100
3 91.6
4 91.6
5 100
Média Y949 a
Sementes 1 100
criopreservadas 2 100
3 91.6
4 91.6
5 83.3
Média 933 a
*Valores sdo proporgdes obtidas de 5 repeti¢des de 12
sementes.

YValores (N=5) da mesma coluna, seguidos pela mes-
ma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5%
pelo teste da Diferengca Minima Significativa.

Tabela 36. Crescimento em substrato areia/solo, aos 15 e 30 dias ap6s transplante, de
plantulas de Cedfrela fissilis, obtidas a partir da germinag&o de sementes criopreservadas em

nitrogénio liquido (A) e ndo criopreservadas (B).

Periodos de Tratamentos Comprimento Numerode Numerode Numero de

avaliacdo dos ramos nds gemas folhas

(dias) (cm)

15 A 442 a 38a 59a 29a
B 474 a 37a 59a 3.1a

30 A 535a 40a 6.1a 3.7a
B 530a 39a 63a 40a

*Valores (N=10) da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem ao nivel de
5% pelo teste da Diferenga Minima significativa.



Figura 9- Germinagéo de sementes de C. fissilis criopreservadas em nitrogénio liquido (A).
Teste de tetrazdlio em sementes de C. fissilis criopreservadas (acima) e nfo criopreservadas
(abaixo) (B). Crescimento em substrato areia/solo de plantulas de C. fissilis ap6s 15 dias,
obtidas da germinac¢do de sementes criopreservadas (C) e ndo criopreservadas (D). Barras =
1 cm.
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5. DISCUSSAO

5.1. Micropropagacio de Cedrela fissilis Vell. (MELIACEAE)

5.1.1. Germinagiio “in vitro” de C. fissilis

Para viabilizar os estudos de germinagdo e crescimento “in vitro” de C. fissilis foi
necessario inicialmente o estabelecimento de uma forma eficiente de assepsia das sementes,
que ndo prejudicasse a germinacdo e que a0 mesmo tempo permitisse a obtencdo de
plantulas axénicas com sucesso. MORENO & VIANA (1996) e CASTILHO & VIANA
(1997) obtiveram sucesso com protocolos de desinfec¢do de sementes de C. fissilis e C.
mexicana, respectivamente, baseados pﬂncipalmente na imersdo das sementes por 45
minutos em uma solugdo comercial de hipoclorito de sddio, com 2.5 % de cloro ativo em
cimara de fluxo laminar. Esta mesma metodologia foi adotada para possibilitar a
desinfecgdo das sementes do lote utilizado neste trabalho. No entanto, a mesma ndo se
mostrou eficiente, ocorrendo altas taxas de contaminacio “in vitro”, em torno de 50%.

Como a desinfecgdo eficiente € crucial para o estabelecimento de sistemas eficazes
de cultivo “in vitro”, alguns experimentos foram conduzidos nesse trabalho visando a
otimizag¢do do protocolo. Esses experimentos indicaram que a utilizagio de uma solugéo
comercial de hipoclorito de sédio (2.5 % de cloro ativo), para a imersio das sementes
durante 75 minutos, em camara de fluxo laminar, foi a forma mais eficiente de desinfeccdo,
permitindo a germinagio normal das sementes “in vitro”, com assepsia total. Podemos
concluir desta forma, que quando se trabalha com lotes de sementes de uma mesma espécie,
porém de procedéncias diferentes o processo de desinfec¢do basico das mesmas talvez
tenha que ser ajustado, para garantir maior eficiéncia. Essa constata¢cio deve estar
relacionada com fatores como: o ambiente, o periodo e formas de coleta, assim como com o
beneficiamento ¢ armazenamento das sementes. E importante ressaltar que os trabalhos
sobre cultura “in vitro” de &rvores normalmente utilizam sementes como explante inicial,

para estabelecimento de culturas assépticas, em func¢do principaimente das dificuldades de

68



coleta e de desinfeccdo de outros tipos de explantes como meristemas apicais ou gemas
axilares de arvores adultas.

A germinago “in vitro” de C. fissilis ocorreu de forma muito ripida, a partir do 3°
dia de cultivo e estabilizando-se ao redor do 12° dia, obtendo-se uma taxa de germinagio
média de 97.14% Esta germinag&o rapida ¢ importante, uma vez que possibilita a obtengéo
de plantulas uniformes em grande quantidade, num curto espago de tempo, das quais serdo
excisados os explantes para a realizagdo dos experimentos de cultivo “in vitro™.

MORENO & VIANA (1996) estudando o comportamento germinativo de sementes
C. fissilis “in vitro”, de procedéncia diferente, obtiveram resultados semelhantes, sendo que
a germinagio iniciou-se a partir do 4° dia e taxas de germinagéo, entre 85 e 100% foram
atingidas ao redor do 12° dia. Observaram também que diferentes meios de cultura ndo
afetaram significativamente a germinagdo e o crescimento inicial desta espécie. Estudos
similares conduzidos posteriormente com C. fissilis e C. mexicana (CASTILHO &
VIANA, 1997) confirmaram estes resultados, demonstrando que a germina¢do nas duas
espécies ocorreu a partir do 3° dia de cultivo, estabilizando-se também no 12° dia, sendo
que em C. mexicana a germinagfo iniciou-se antes, € as taxas de germinagdo aumentaram
mais lentamente do que para C. fissilis. Mas ao final de 15 dias, foram obtidas taxas de
germinagdo médias de 95.5% e de 81.67%, respectivamente para C. fissilis e C. mexicana.

Estudos de germinagéo “ex vitro”, mostram que em C. fissilis a germinago inicia-se
entre o 5° e o0 7° dia ap6s a semeadura, com taxas de germinagdo entre 35 a 95%, com
média de 70% (CARVALHO, 1994). REITZ et al. (1979) destacam como uma importante |
caracteristica de C. fissilis a germinac¢do rapida (10-20 dias). LORENZI (1992) também
realga como importante a caracteristica de rapida (12-18 dias) e abundante germinagéio
desta espécie, bem como a rapida obtengdo de mudas prontas para o plantio.

As sementes de C. fissilis sdo ortodoxas, o que significa que perdem gradativamente
a viabilidade e portanto a capacidade de germinagéo, quando armazenadas em condig6es
ambientais de baixa umidade e alta temperatura, porém, se armazenadas em camara fria, em
baixa umidade, mantém a sua viabilidade integral por até 3 anos (CARVALHO, 1994).
LORENTZI (1992) diz que a viabilidade das sementes se mantém por um periodo superior a

4 meses, em condigdes normais de armazenamento, desde que os frutos sejam colhidos
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diretamente das arvores e que logo em seguida sejam secados ao sol para completar a
abertura e liberagdo das sementes.

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que, “in vitro”, tanto o inicio da
germinagdo, bem como as taxas méximas podem ser alcan¢adas em periodo de tempo
menor do que “ex vitro”.

O estabelecimento de condigdes otimizadas, assim como o conhecimento sobre os
padroes de germinagdio “in vitro”, sdo importantes como referéncia para estudos
posteriores, sobre a utilizagdo de criopreservagdo de sementés ou embriGes zigoticos de C.
fissilis. Estas técnicas tem sido empregadas para muitas espécies de arvores incluindo
algumas Melidceas como Swietenia macrophylla e Melia azaderach (MARZALINA &
KRISHNAPILLAY, 1999).

5.1.2. Crescimento inicial de plantulas de C. fissilis “in vitro”

Os dados sobre o crescimento inicial de plantulas de C. fissilis sdo importantes, pois
indicam que, apés 30 dias de cultivo “in vitro”, as plantulas axénicas produzidas,
apresentaram crescimento suficiente para serem utilizadas como fonte de diferentes
explantes, para os experimentos de micropropagagio, indugéo de calos, conservagdo “in
vitro” de germoplasma e cultura de raizes. Uma outra constatagio importante € que neste
periodo de desenvolvimento “in vitro” as plantulas ndo apresentaram sintomas visuais de
desenvolvimento anormal, indicando que o processo de desinfecg¢éo, bem como o meio de
cultura e as condi¢des ambientais foram adequados. '

CASTILHO & VIANA (1997) obtiveram resultados muito semethantes aos obtidos
neste trabalho, quando também avaliaram o crescimento “in vitro” de lotes de procedéncias
diferentes de C. fissilis. Os resultados obtidos por estes pesquisadores indicaram que as
plantulas apresentavam dois tipos de nds, um cotiledonar e um apical, contendo em média 4
gemas, comprimento total de 15.8 + 0.447 cm, comprimento da parte aérea de 8.1 + 0.652
cm, apresentando' em média 4 folhas e comprimento médio da raiz principal de 7.9 + 0.418
cm. Esses dados indicam que o crescimento inicial “in vitro”, em meio MS, de plantulas
desta espécie é semelhante, apesar das pldntulas terem sido obtidas a partir de sementes de

diferentes procedéncias.
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Estudos preliminares realizados por MORENO & VIANA (1996) sobre a influéncia
dos meios MS, B5, WPM, KM, SH e AR sobre o crescimento inicial “in vitro” de plantulas
de C. fissilis indicaram que n3o houve diferencga significativa em termos de peso da matéria
fresca, peso da matéria seca, comprimento total das plantulas e¢ nimero de folhas.
Entretanto diferencas significativas foram detectadas em termos do nimero de raizes
secundarias e na altura das plantulas. Assim as plantulas crescidas nos meios B5, KM e AR
apresentaram alturas significativamente menores (cerca de 3.0-4.0 cm em média) em
relagdo as crescidas em meio MS, WPM e SH. Da mesma fdrma, em termos do niimero de
raizes secundarias, os meios B5, KM e SH estimularam significativamente o crescimento
das mesmas em relag8o aos meios WPM, AR e MS. Isso indica que a escolha do meio para
o crescimento inicial das plantulas, que servirdo como fonte de explantes deve ser adequada
aos propositos dos experimentos. Caso o objetivo seja a obtengdio de segmentos nodais,
como neste trabalho, é importante que sejam utilizados meios como o MS que propiciou
maior altura e por conseguinte maior distdncia entre nds, o que facilitou a remogdo dos

mesmos.
5.1.3. Morfogénese “in vitro” em segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

Os resultados indicam que BA nas concentragdes de 0.0, 0.25, 0.5 ¢ 1.0 mg/l
possibilitaram que em 100% dos seguimentos nodais cotiledonares ocorresse a formagdo de
ramos. Enquanto que combinando-se essas mesmas concentragdes de BA com NAA nas
concentragdes de 0.5 e 1.0 mg/l ocorreu redugédo na freqiiéncia de ramos formados. Isto
significa que concentragdes acima de 0.25 mg/l de NAA isoladas e/ou em combinagdo com
BA inibiram a formag¢fo de ramos em segmentos de nds cotiledonares de C. fissilis, pelo
bloqueio do desenvolvimento das gemas axilares. Este fato foi reforgado pela observagéo
de que na auséncia de BA, nos tratamentos sem reguladores ou com 0.25 mg/l de NAA
ocorreu a indugdo de formacgio de ramos em 100% dos explantes, enquanto que nas
concentragdes de 0.5 e 1.0 mg/l de NAA apenas 73% dos explantes formaram ramos.

A formag3o de raizes ocorreu em maior freqiiéncia nos meios sem a presenga de BA
e NAA. Nos meios com BA n3o ocorreu a formagfio de raizes, porém nos meios onde

houve a agdo combinada de BA com NAA, observou-se enraizamento. Isto indica que o BA
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inibiu a formagédo de raizes e que o NAA reverteu o processo, induzindo um percentual
maximo de 66% de culturas enraizadas no tratamento com 0.25 mg/l de BA e NAA 0.25
mg/l. '

Diferentemente do que ocorreu com as raizes, a formacgfio de calos nestes explantes
foi dependente da agfo isolada e/ou cdnjunta de BA e NAA. O tratamento controle, sem a
presenca de reguladores de crescimento, ndo propiciou a formacio de calos. Entretanto
houve de 70-100% de formagiio de calos em todos os casos em que o BA foi utilizado em
combinagdo com concentragdes de NAA ou quando o NAA foi utilizado isoladamente.

Analises histologicas realizadas preliminarmente indicaram que existem apenas duas
gemas pré-formadas nas axilas de nés cotiledonares de C. fissilis e portanto é possivel que,
os ramos excedentes detectados nas culturas de nos cotiledonares em meios com 0.25 € 0.5
mg/l de BA na auséncia de NAA, sejam ramos adventicios originados a partir dos calos
formados na base das gemas axilares. Estudos mais aprofundados a este respeito devem ser
conduzidos para elucidar esta questdo e se realmente for confirmada a regeneragdo de
ramos adventicios o sistema poderda ser utilizado em experimentos de transformagio
genética.

Com relag@o ao comprimento dos ramos, 0 NAA a 1.0 mg/l , usado isoladamente ou
em combinagdo com diferentes concentracdes de BA, mostrou-se inibitorio ao crescimento
dos ramos. CASTILHO & VIANA (1997), obtiveram os maiores valores relacionados ao
comprimento de ramos, com a combinagdo de BA e NAA na concentragio de 0.25 mg/l
para ambos, com ramos atingindo 0.7+0.503 cm, mas constataram entretanto que o
aumento das concentragdes de BA e NAA isoladamente ou em combinagio exerceram um
efeito inibitério no alongamento dos ramos. Houve portanto diferengas em termos de
resultados encontrados com relagédo ao comprimento de ramos. Este tipo de constatacio foi
de certa forma discutido por ZEL et al. (1988), onde afirmam que estas diferencas sdo
devidas a utilizag@o de explantes de diferentes sementes, uma vez que cada semente possui
genodtipo diferente das demais e possivelmente a diferenga nos niveis de horménios
enddgenos. Estes autores alertaram ainda para o fato da organogénese ser complexa e
regulada por muitos fatores, mesmo em condi¢gdes controladas. Logo, a interagio entre a
quantidade de hormonios endégenos e ex6genos definird, em ultima andlise, as respostas
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morfogénicas obtidas, podendo, portanto, resultar na obtengdo de resultados diferentes,
quando se trabalha com diferentes genétipos de uma mesma espécie.

O NAA em niveis crescentes isoladamente ou em combinacéo com BA reduziu e/ou
inibiu o aumento de niimero de nés formados e em conseqii€éncia o numero de gemas
formadas. O ntimero de nds e gemas produzidos s&o importantes pois serdo fontes de novos
propagulos para a multiplicagio e determinantes da taxa de multiplicagéio num sistema de
micropropagacio eficiente.

Concentragdes crescentes de BA inibiram a formag:ﬁd e o crescimento de raizes. O
NAA combinado ao BA reverteu o efeito inibitério provocado. Logo para formagéo de
raizes a presenga de BA e/ou NAA ¢ dispensavel, pois 0 maior niimero € 0 maximo
comprimento de raizes foram obtidos no tratamento sem reguladores de crescimento, onde
foram formadas 2.27 raizes por explante, com comprimento médio de 5.75 cm, valores
esses significativamente diferentes dos obtidos nos demais tratamentos. Sendo assim, para
estes propositos especificamente, BA ¢ NAA ndo exerceram efeitos significativos sendo
suficiente somente um meio de cultura contendo macronutrientes, micronutrientes e
sacarose.

Efeito sinergistico no aumento do peso da matéria fresca das culturas, e
especialmente no crescimento dos calos, foi detectado no tratamento com BA a 0.5 mg/l
combinado com NAA a 1.0 mg/l. Este fato é reforcado pela constatagio de que nos
tratamentos com estes reguladores de crescimento agindo isoladamente o peso da matéria
fresca obtido foi bem menor.

Os niveis de citocinina/auxina afetam a organogénese de forma geral, quando os
niveis de auxinas relativas as citocininas s&o altos, ocorre a rizogénese. Quando ocorre o
inverso, ramos sdo formados e quando os niveis entre auxinas e citocininas s3o
proporcionais, calos sdo produzidos (KRIKORIAN et al., 1990). Logo, dependendo da
resposta que se deseja obter, existe uma combinagéo apropriada entre essas duas classes de
reguladores de crescimento. Por exemplo, LEMOS & BLAKE (1996), observaram que para
Annona muricata (graviola), para cada concentracdo de BA utilizado, existiu uma
~ concentragdo correspondente 6tima de NAA que produziu um nimero maximo de ramos.
Neste trabalho a indugéio e produgéo de calos foi também inversamente proporcional

a indu¢io e quantidade de ramos produzidos em segmentos nodais cotiledonares,
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dependendo das concentragdes dos dois reguladores de crescimento utilizados. Assim, a
maior porcentagem de plantas normais produzidas (92%), ou seja, em qﬁe ocorreu a
formagdo de ramos concomitante & formag#o de raizes foi observada no tratamento controle
desprovido de BA ou NAA. VANDEMOORTELE et al. (1996) verificaram também que,
para Petroselinum crispum, combina¢des de BA com altas concentragbes de NAA
reduziram o brotamento de gemas axilares. Em C. fissilis foram observados a formagdo de
dois tipos de calos: um formado na base do caule do explante e outro na base das gemas
axilares, de onde surgiram os ramos. Os calos formados na base do caule possuiam aspecto
de pouca friabilidade, pouco desenvolvimento e sua formagéio pareceu estar associado &
presenga em baixas concentragdes de BA. A medida em que a concentragio de BA foi
acima de 0.25 mg/l, juntamente com doses crescentes de NAA, os calos comeg¢aram a
surgir na base das gemas axilares. Esses calos possuiam aspecto fridvel e grande
desenvolvimento, chegando muitas vezes a cobrir totaimente as gemas principalmente nos .
casos em que estas apresentavam pouco desenvolvimento. Em trabalhos realizados com
Nothofagus nervosa, uma espécie arboérea das florestas temperadas e subantarticas da
- Argentina e Chile, MARTINEZ PASTUR & ARENA (1996) observaram que
concentra¢des mais elevadas de BA favoreceram o crescimento de calos nas gemas, mas o
mesmo fato ocorreu relacionado & formagdo de calos na base do caule e nas folhas desta
espécie. Em culturas de Gmelina arborea, espécie arbérea da familia Verbenaceae de
madeira muito valiosa, altas concentra¢es de BA, isoladas ou em combinagio com NAA,
também promoveram a formag&o acentuada de calos, no ponto de excisfio do explante e
pequeno alongamento dos ramos axilares, sendo que o BA, isoladamente, foi mais eficiente
na multiplicagdo e desenvolvimento de ramos (KANNAN & JASRAI 1996). Mas para
Hypericum canariensis, uma planta medicinal das Ilhas Canérias, os melhores resultados
quanto a proliferagdo, alongamento e peso da matéria fresca dos ramos foram obtidos com
a utilizacdo combinada de BA ¢ NAA (MEDEROS et al., 1996). Meios que contenham
combinacdes de BA e NAA sdo conhecidos pela capacidade de indugdo de calos (REY &
MROGINSKI, 1996). Estas constatagdes corroboram os resultados obtidos com C. fissilis
nos quais foi também a combinagdio destes reguladores de crescimento que induziu e

promoveu a formag@o de calos de maior peso e tamanho.
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De maneira geral, para vérios pardmetros avaliados tais como: mimero de ramos,
numero de nds, nimero de gemas e nimero de folhas os tratamentos com BA, nas
concentragdes de 0.25 e 0.5 mg/l na auséncia de NAA mostraram-se efetivos, sendo
estatisticamente diferentes da maioria dos demais tratamentos. Na presenca de BA, além da
brotagdio das duas gemas axilares preexistentes (MORENO & VIANA, 1996), surgiram
também ramos oriundos possivelmente de gemas adventicias, que se desenvolveram a partir
dos calos formados na base das gemas axilares. Quando, porém, se observa o efeito da
presenca isolada de BA na produgdo de calos, no comprimento dos ramos produzidos € na
formagdo de raizes conclui-se que este regulador de crescimento ndo causou efeitos de
promogdo significativos. Para C. fissilis, a indugio e formacdo de calos torna-se
interessante, por viabilizar o desenvolvimento de sistemas de transformacdo genética e pela
possibilidade de se obter plantas formadas a partir dos mesmos, que apresentem variagéo
somaclonal € que possam ser testadas quanto & resisténcia a insetos (WILLIAMS et al.,
1987 apud HADI & BRIDGEN, 1996). Esse fato foi demonstrado entre variantes
somaclonais de um cultivar de cana-de-acgicar, susceptivel & broca da cana, em que as
plantas mostraram variagio randdmica na quantidade de danos causados pela broca,
detectando-se aumentos nos niveis de resisténcia (WHITE & IRVINE, 1987 apud HADI &
BRIDGEN, 1996). Logo, a variagdo somaclonal pode ser explorada e utilizada como
ferramenta para a obtengéo de plantas tolerantes ao ataque de insetos.

‘Para a micropropagagdo de diversas espécies, entre elas Nothofagus nervosa
(MARTINEZ PASTUR & ARENA, 1996), Ribes magellanicum (ARENA & MARTINEZ
PASTUR, 1995), Annona muricata (LEMOS & BLAKE, 1996) e Cedrela mexicana
(CASTILHO & VIANA, 1997), o BA, em baixas concentragdes, proporcionou aumento
significativo no nimero de ramos formados, a exemplo do que ocorreu com C. fissilis neste
trabalho. MORENO & VIANA (1996), também trabalhando com C. fissilis, de procedéncia
diferente do lote utilizado neste trabalho, demonstraram que o meio MS suplementado com
BA a 0.5 mg/]l produziu os melhores resultados para a freqii€ncia de formagdo de ramos,
nimero de ramos € nimero de gemas. Testaram também a influéncia de diferentes
reguladores de crescimento na formacgdo multipla de ramos, em explantes cotiledonares e
epicotiledonares, concluindo que os explantes de segmentos nodais cotiledonares, na

presenca de BA a 0.5 mg/l, formaram em média 3 ramos por explante, enquanto que na
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presenca de outras citocininas, como a cinetina e 2iP, a média encontrada diminuiu para 2.
Para uma espécie arborea da familia Myrtaceae, Myrtus communis, PARRA & AMO-
MARCO (1996) também verificaram que a utilizagdo de cinetina induziu niveis muito

baixos de proliferacdo de ramos.
5.1.4. Enraizamento “in vitro” de segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

Durante o enraizamento de microestacas de C. fissilis, tanto em meios MS e MS/2,
suplementados com diferentes concentrages de IBA, nfio foi verificada a formagio de
calos. O que € um resultado importante pois indica que nenhuma das condi¢Ges testadas na
fase de enraizamento provocou mudangas na morfogénese dos explantes.

O IBA ndo agiu de forma inibitoria sobre o desenvolvimento e crescimento dos
ramos originados das gemas axilares de microestacas de C. fissilis submetidos a
enraizamento em meios com diferentes concentrages deste regulador.

Os dados indicam ainda que a suplementagdo exdgena de IBA, com o intuito de
induzir o enraizamento “in vitro”, ndo foi condi¢fo necessaria para as microestacas de C.
fissilis. Mesmo no meio MS/2 os explantes apresentaram consideravel desenvolvimento da
parte aérea e sistema radicular, € como serd demonstrado no item de aclimatag&o, este porte
minimo foi suficiente para estabelecimento com sucesso, das microplantas nas condi¢des
“ex vitro”. Entretanto, quando forem necessarias microplantas com sistemas radiculares
mais desenvolvidos e/ou com maior nimero de folhas e comprimento de ramos, deve-se
considerar os efeitos benéficos da interagdo concentragfio salina do meio de cultura versus
concentragdes de IBA.

Por outro lado, a presenga de IBA parece ter relagdo com o aumento da velocidade
de enraizamento das microestacas. A presenca de IBA a 0.5 mg/l, em meio MS/2 fez com
que 100% das microestacas enraizassem num periodo de 10 dias, ao passo que nos meios
desprovidos desse regulador foram necessérios de 16-18 dias, quase o dobro do tempo, para
que as maximas taxas de enraizamento fossem obtidas. Estes dados sugerem que estas
condi¢cdes otimizadas devem ser adotadas quando o objetivo for produzir 0 maior niimero
possivel de microplantas, em menor espago de tempo, apesar do aumento do custo de

producio.
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Os meios de cultura apresentam diferengas em suas composi¢des salinas no que se
refere & concentracdo e a natureza dos sais que cada um contém e por isto podem influir nas
taxas finais e na velocidade de enraizamento. CASTILHO & VIANA (1997), testaram
diferentes formulagGes salinas na freqii€ncia e velocidade de enraizah1ento de microestacas
de C. fissilis, obtendo maior taxa de enraizamento (80%) com a utiliza¢io do meio MS e
menores taxas (60%) para os meios WPM e WHITE. Quanto a velocidade de indugfo, os
meios MS, SH e WHITE possibilitaram um enraizamento mais rapido, sendo possivel
visualizar a formagéo de primoérdios radiculares ja a partir do 6° dia de cultivo. Nos demais
meios, as raizes apenas apareceram apos o 8° dia e as taxas de enraizamento estabilizaram-
se primeiramente no meio MS, ap6s 12 dias, enquanto que no meio WPM, a estabilizaggo
ocorreu somente ao redor do 24° dia. Em Ribes magellanicum, segundo ARENA &
MARTINEZ PASTUR (1995), a porcentagem de enraizamento aumentou com a utilizaco
de meio MS com a metade de sua concentragéo salina e diversas pesquisas que demonstram
o efeito positivo da reducdo de sais no enraizamento foram citadas por esses autores. Esse
efeito foi observado de forma significativa para C. fissilis e a utilizacio de MS com metade
da sua concentragdo salina significa a redugdo no custo final do processo de
micropropagagéo, tornando-se uma constatag:éo bastante interessante. Em muitas situagdes
0 WPM ¢é considerado como sendo superior ao MS para o enraizamento de espécies
arboreas (ORLIKOWSKA, 1992 apud PARRA & AMO-MARCO, 1996). No entanto para
C. fissilis, os meios MS ou MS/2 mostraram-se adequados, pois mesmo desprovidos de
reguladores de crescimento, demonstraram capacidade de induzir, apesar de mais
lentamente, o enraizamento de nos cotiledonares. MARUYAMA et al. (1997a) observaram
que para Guazuma crinita, uma arvore da Amazonia conhecida como Bolaina blanca, a
adig:éb de auxinas nfio € necessdria para o enraizamento “in vitro” de ramos desta espécie.
Estes autores atribuem este comportamento a presenca de niveis endégenos de reguladores
de crescimento, nos explantes excisados, suficientes para induzir o enraizamento. Muitos
fatores podem influenciar no enraizamento “in vitro” de microestacas. HARBAGE &
STIMART (1996), estudaram os efeitos do pH, de reguladores como o IBA e do genétipo
no enraizamento de microestacas de macieira. Discutem que o pH adequado do meio de
cultura € importante, porque 0 movimento das auxinas para dentro das células ¢ dependente

deste fator. Além disto alertam ainda a possivel presenga, nos explantes, de compostos que
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podem inibir o enraizamento. Por exemplo, em macieira, observou-se que o célcio exerce
um efeito inibidor, uma vez que parece atuar antagonicamente nos processos mediados por

auxinas durante o enraizamento inicial das microestacas.
5.1.5. Aclimatagéo

Durante o processo de aclimatagio de C. fissilis observou-se que nas trés primeiras
semanas, tdo fundamental quanto & escolha do substrato, ¢ manter-se a umidade do ar em
niveis altos (proximo de 100%) e evitar a alta umidade do substrato. Os resultados indicam
que este processo ndo necessita ser executado com sistemas sofisticados de nebulizagéo,
bastando tio somente, utilizar-se um sistema que evite a perda excessiva e reposi¢édo a cada
dois dias da umidade durante as duas primeiras semanas de aclimatacfo. Porém para que as
plantas atinjam tamanho suficiente, em menor tempo, para transplante definitivo em
condi¢des de campo, € fundamental entfio a escolha de um substrato que promova o
crescimento rapido e que possibilite altas taxas de sobrevivéncia das microplantas. As
plantas de C. fissilis aclimatadas em substrato contendo areia/solo ¢ solo, estavam aos
noventa dias, plenamente preparadas para sobreviverem ao transplantio nas condigbes de
campo. Apresentavém bom tamanho e uma relagio proporcional entre a parte aérea € o
sistema radicular. E importanté enfatizar que para C. fissilis, as raizes formadas “in vitro”
permaneceram nas microplantas aclimatadas, somente se modificando em termos
morfolégicos, emitindo mais raizes secundérias e crescendo vigorosamente, principalmente
nos substratos compostos pela mistura de areia/solo e solo. Logo, as raizes formadas “in.
vitro” permaneceram funcionais durante a aclimatag@o, o que normalmente nfio ocorre com
outras espécies, em que as raizes induzidas “in vitro” sfo substituidas por outras funcionais
durante o processo de aclimatagiio (DEBERGH & MAENE, 1981 apud PEDROTTI et al.,
1999).

A aclimatacdo € imprescindivel para que as microplantas produzidas “in vitro”
tenham capacidade de sobreviver as condi¢des naturais de campo. Quando estdo sendo
aclimatadas as microplantas sofrem, gradativamente, mudangas na anatomia e fisiologia das
folhas e raizes, que possibilitam a sobrevivéncia nas condi¢des “ex vitro”, que normalmente
apresentam baixa umidade relativa e altos niveis de luminosidade (COLON-GUASP et al.,
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1996). Em C. fissilis foi possivel verificar, visualmente altera¢cdes na morfologia foliar, pelo
aparecimento de pilosidade nas folhas novas que surgiram, a partir da segunda semana do
inicio da aclimatag&o.

Em algumas situagdes, mesmo quando os procedimentos de aclimatacio s3o
executados, a sobrevivéncia ao transplante pode ser reduzida, devido a inabilidade das
plantas em manterem as rela¢des hidricas adequadas ou uma perfeita transi¢do do modo de
nutri¢do mixotréfico para fotoautotréfico (GROUT & AUSTIN, 1978 e WARDLE et al.,
1983 apud COLON-GUASP et al., 1996). Neste sentido alguns trabalhos de pesquisa tem
demonstrado que a inoculagiio de fungos micorrizicos em estacas enraizadas “in vitro” ou
“ex vitro” apds a miéropropagag:ﬁo, aumentam a sobrevivéncia durante a aclimatacdo, bem
como o crescimento das plantas apds o transplante (NORMAND et al., 1996 ¢ MARTINS
et al., 1996). '
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5.2. EFEITO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO E TIPOS DE EXPLANTES
' NA PRODUCAO DE CALOS DE Cedrela fissilis Vell. (MELIACEAE)

5.2.1. Efeito de NAA, 2,4-D, presenca e auséncia de luz na formacao de calos a partir

de diferentes explantes de plantulas de C. fissilis germinadas na presenca de luz

Neste estudo foram testadas as auxinas 2,4-D e NAA, associadas as condi¢des de
presenca e auséncia de luz, na promogdo de calos em segméntos de raizes, de epicotilo, e
em segmentos basais e medianos de cotilédones, excisados de plantulas de C. fissilis
germinadas na presenca de luz.

Todos os tratamentos inibiram a formagfo de ramos nos explantes. Isto pode indicar
que as auxinas testadas, tanto na presen¢a quanto na auséncia de luz, impediram a formagdo
de ramos. A formacgio de raizes nestes explantes foi variavel de acordo com a origem dos
explantes e dos tratamentos. Quando utilizaram-se segmentos de raizes, apenas o NAA a
0.5 mg/l na presenca de luz e a 0.25 e 0.5 mg/l na auséncia de luz pareceu ser efetivo. Para
segmentos de epicétilo formaram-se raizes em todos os tratamentos com presenca de NAA,
tanto na presenca quanto na auséncia de luz. J4 com o 2,4-D somente as concentragdes de
0.25 mg/l na presen¢a de luz, e 0.50 mg/l, na auséncia de luz foram efetivas para estes
explantes. Em segmentos basais de cotilédones tanto 0 NAA quanto o0 2,4-D em todas as
concentracdes testadas, na presenga de luz, apresentaram rizog€nese ao passo que na
auséncia de luz, somente algumas concentragdes foram efetivas. Ja os segmentos medianos
de cotilédones formaram raizes em todas as concentragées de NAA testadas, tanto na
presenga quanto na auséncia de luz, ao passo que o com 2,4-D, formaram-se raizes em
todaé as concentragdes, na auséncia de luz, enquanto qué na presenca de luz somente
ocorreu rizogénese nas concentragbes de 0.25 e 0.5 mg/l.

De maneira geral segmentos de epicétilo e segmentos medianos de cotilédones, na
presenca de diferentes concentragdes de NAA, na presenga de luz, apresentaram as maiores
freqiiéncias de formacdo de raizes, enquanto que segmentos de raizes na presenca de 2,4-D
em diferentes concentragdes, tanto na presenca quanto na auséncia de luz, nio apresentaram
formagfio de raizes, porém com NAA, na presenca de luz e na auséncia de luz ocorreu a

formag#o de raizes, mesmo que em baixas freqiiéncias.
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Os resultados sobre inducdo de calos, indicam que em segmentos de raizes e
epicdtilos a formagdo dos mesmos se deu em todos os tratamentos com presenga das
auxinas NAA ou 2,4-D, tanto na presenga quanto na auséncia de luz. J4 em segmentos
basais de cotilédones somente ndo ocorreu a formagdo de calos nos tratamentos com NAA
na presen¢a de luz e em segmentos medianos de cotilédones somente nfio formaram-se
calos nos tratamentos com NAA na auséncia de luz e no tratamento com 0.25 mg/l de NAA
na presenca de luz.

Com relacio ao crescimento de calos obtidos nos diferentes explantes, na presencga
de luz, verificou-se que tanto o0 NAA quanto o 2,4-D, promoveram o incremento do peso de
matéria fresca das culturas, dependendo da origem do explante. Nos tratamentos com 2,4-
D, segmentos de epicdtilo possibilitaram os maiores valores de peso de matéria fresca
produzidos, de acordo com as concentragdes de 2,4-D utilizadas. Segmentos de epicétilo
também foram os explantes que possibilitaram a obteng¢&o dos maiores valores de peso de
matéria fresca das culturas, quando tratados com NAA. J4 nos tratamentos em que as
culturas foram mantidas na auséncia de luz, o 2,4-D na concentragéo de 1.0 mg/le o NAA a
0.5 mg/l, possibilitaram os maiores pesos de matéria fresca produzidos em segmentos de
epicétilo. Para os demais explantes esta auxinas nfo se mostraram tio eficientes na

promogio do crescimento dos calos formados.

5.2.2. Efeito de NAA, 2,4-D, presenca ¢ auséncia de luz na formacio de calos em

segmentos de raiz e de hipocétile de plantulas de C. fissilis germinadas na auséncia de

lnz

Da mesma forma como ocorreu com os explantes obtidos de plantulas de sementes
germinadas na presenca de luz, nos explantes obtidos de plantulas de sementes germinadas
na auséncia de luz, também ndo houve a formagfo de ramos em nenhum dos tratamentos
testados. | |

Segmentos de hipocétilo possibilitaram a formagdo de raizes em todos os
tratamentos com NAA, tanto na presen¢a quanto na auséncia de luz. Em segmentos de

raizes ocorreu formagdio de raizes somente no tratamento com 0.5 mg/l de NAA na
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auséncia de luz. Ja os tratamentos com 2,4-D inibiram totalmente a formagdo de raizes
nestes explantes.

A formaggo de calos foi eficientemente promovida em segmentos de raizes na
presenca de luz com NAA e/ou 2,4-D nas concentragdes de 0.5 e 1.0 mg/l, enquanto que na
auséncia de luz, todas as concentracdes de 2,4-D e NAA a 1.0 mg/l possibilitaram a
formagdo de calos. Em segmentos de hipocétilo houve formagéo de calos em todos os
tratamentos, de forma muito eficiente, nas diferentes concentragées de NAA e 2,4-D, tanto
na presenga quanto auséncia de luz. |

Com relagdo ao incremento em peso de matéria fresca dos calos produzidos,
constatou-se que segmentos de hipocdtilo, submetidos a tratamentos com 2,4-D a 1.0 mg/
e NAA a 0.25 mg/l, na auséncia de luz, foram os mais eficientes em termos de promog&o do
aumento da biomassa de calos produzidos.

Os resultados discutidos acima, guardam muita similaridade com algumas outras
afirmagdes discutidas por alguns autores, principalmente no que se refere a necessidade de
utilizacio de auxinas para indugio e formacgdo de calos, logicamente guardando uma
relagdo também com o tipo de explante e também com a condigdo de cultivo.

Entre estes, KRIKORIAM (1995) comenta que para se induzir a formagfo e
promover o crescimento de calos “in vitro”, a partir de diferentes tipos de explantes,
geralmente adicionam-se a0 meio de cultura uma ou mais auxinas. As auxinas promovem a
elongagéo celular, mas quando em contato com tecidos excisados elas podem promover a
divisfio celular. A concentragio de cada auxina, isolada e/ou em combinagdo, que promova
a formacdo de calos, raramente coincide entre as diferentes espécies vegetais. Logo, uma
concentragio auxinica eficiente para uma determinada espécie, néo necessariamente o sera
para outra. Normalmente ha a necessidade de adigdo de uma ou mais auxinas no meio de
cultura para propiciar a formagéo € o crescimento de calos.

Em virios casos, para diversas espécies de plantas, algumas citocininas também séo
necessarias para indugdio de calos, sendo as mais utilizadas o BA e 2iP. Porém algumas
destas citocininas somente s3o ativas, na presenca das auxinas, como ocorreu em testes com
cenoura e fumo. No casos em que n3o houve a suplementagiio exégena de auxinas, conclui-
se que o proprio sistema as sintetiza (KRIKORIAM, 1995). GEORGE (1993) também

reforca a necessidade de adi¢dio de citocininas no meio de cultura simultaneamente ou
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posteriormente as auxinas para a indugio de calos em vérias espécies, e que para algumas
espécies, somente concentragdes mais altas de auxinas agindo isoladamente, ji s#o
suficientes para a indugfio e crescimento dos mesmos. Com espécies de Corchorus,
ABBAS et al. (1997), realizaram vérios testes com citocininas e auxinas para induzir a
formagdo de calos. Nestas espécies (C. olitorius € C. capsularis) houve a necessidade de
utilizacdo de citocininas para a produgio de calos. Neste caso, também verificou-se, que o
efeito das citocininas utilizadas variou com o genotipo € com o tipo de explante utilizado. A
zeatina estimulou mais a formacgéo de calos em C. olitorids do que o BA. Entretanto, a
combinagio dessas duas citocininas estimulou a formagdo de calos em C. capsularis. Em
cotilédones a zeatina também estimulou mais a formag&o de calos, quando comparado com
BA, porém nio foi eficiente em segmentos nodais € segmentos de raizes.

Para espécies de Phyllanthus stipulatus, P. caroliniensis e P. fraternus as auxinas
NAA, AIA ¢ IBA foram eficientes na indugio e formagéo de calos. As citocininas BA e 2iP
foram também eficientes em promover a formagédo de calos em P. stipulatus e para P.
urinaria somente o 2iP foi eficiente (CATAPAN, 1999).

5.2.3. Formacio de calos em segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis
5.2.3.1. Efeitos da posi¢io do explante no meio de cultura

Reportando-nos aos resultados mostrados no item 4.1.3 e discutidos no item 5.1.3, |
uma das conclusdes a que chegamos foi que o meio de cultura com 0.5 mg/l de BA e 1.0
mg/l de NAA, possibilitou eficientemente a indugfio e crescimento de calos em segmentos
nodais cotiledonares de C. fissilis. Visando averiguar se a posi¢do do explante, bem como a
condi¢do de cultura, interfeririam na indu¢fo e formagio de calos, inoculou-se estes
explantes em meio de cultura MS com BA e NAA nas concentrages citadas acima.

A luz mostrou ter influéncia nas respostas morfogénicas nestes explantes. Ramos s6
se formaram nas culturas mantidas na presenca de luz tanto nos explantes mantidos na
posicdo vertical quanto horizontal. Porém, a formagiio de raizes somente ocorreu em
explantes mantidos na posi¢do horizontal, tanto na presenga quanto na auséncia de luz. A

formacdo de calos ocorreu em todos os tratamentos de forma eficiente, ou seja, calos se
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formam nestes explantes, tanto na presen¢a quanto na auséncia de luz, na posigao vertical e
horizontal. Porém a posi¢do do explante e a condi¢do de cultura sdo importantes com
relagdo a producdo de biomassa dos calos produzidos. Assim no tratamento em que os
explantes foram mantidos na posigéo vertical na presenga de luz, obteve-se um maior peso
de matéria fresca dos calos produzidos. '

Resultados semelhantes com relacdo a influéncia da posi¢ido do explante no aumento
da biomassa produzida foram obtidos por CATAPAN (1999), que trabalhando com
diferentes espécies de Phyllanthu&, constatou que segmentos nodais de P. caroliniensis e P.
stipulatus mantidos na posi¢do vertical em meios com NAA e 2.4-D, produziram maior
quantidade de biomassa de calos, refletido pelos maiores pesos de matéria fresca obtidos

nesta situagéo.
5.2.3.2. Efeito de meios de cultura

Da mesma forma com no item anterior, aqui buscou-se verificar a influéncia de
diferentes formulagdes salinas suplementadas com 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA € 2%
de sacarose, na morfogénese, mais especificamente na formagdo de calos em segmentos
nodais cotiledonares inoculados na posigdo vertical, na presenga de luz. A formagdo de
ramos ocorreu nos meios MS, WPM, B5 e Kao, enquanto que a formag@o de raizes ocorreu
nos meios WPM, B5 e Kao. Todas as formulagGes salinas possibilitaram a indugdo de
calos, porém a maior producdo de biomassa ocorreu no meio MS, sendo portanto mais
eficiente em promover o incremento de peso de matéria fresca das culturas, enquanto que o
meio WHITE produziu calos com a menor biomassa, dentre as formulagbes salinas
testadas.

As diferentes formulagdes salinas, apresentam muitas diferencas entre si,
principalmente relacionadas a quantidade de nitrogénio inorgéanico, a relagio amdnia:nitrato
e a sua concentragdo idnica. Por esta razio podem interferir de forma diferenciada em
muitas resposta morfogéni’cas para diferentes espécies. SELBY & HARVEY (1990) por
exemplo, demonstraram que a indugfo de ramos em gymnospermas foi inibida em meio
BS, creditando este fato em fungdo da baixa relagdo amonia:nitrato e da concentragio

i6nica total deste meio. Para Solanum tuberosum a razio 6tima de amonia/nitrato



encontrada por LILLO (1989) para a formagio de ramos a partir do cultivo de calos foi de
1:2. JAIN & NESSLER (1996) trabalhando com diferentes formula¢Ses de meios de
cultura no estabelecimento de culturas “in vitro” de Camptotheca acuminata, em que seus
estudos demonstraram que o meio B5 suplementado com 4 mg/l de BA, foi o mais eficiente
para a multiplicag@o de ramos, atribuindo esta eficiéncia a relagéio entre a espécie estudada
e a raz3o amoénia:nitrato requerida e encontrada neste meio. Muitas vezes as culturas sdo
sensiveis 4 concentra¢do idnica total da solucdo. Este fato foi constatado por PARRO &
AMO-MARCO (1996) que testando o efeito de difefentes meios de cultura na
micropropagacdo de Myrtus comunis, obtiveram os melhores resultados em meio MS/4
suplementado com 1.0 mg/l de BA. BON et al. (1998), também obtiveram resultados
superiores na micropropagacéo de Acacia mangium trabalhando com 3/4 da concehtragio
salina do meio B5 e para Paraserianthes falcataria MS/2 no aumento do comprimento de
ramos. MORARD & HENRY (1998) trabalhando com Solanum paludosum, chegaram a
conclusgo de que a formulagio mais precisa do meio de cultura a ser utilizado “in vitro”
devera ser ajustada de acordo com o requerimento de cada espécie de planta, considerando
a composi¢do mineral da planta completa. Assim idealizaram e formularam um meio de
cultura para S. paludosum diminuindo a concentragdo idnica total, suplementando o
nitrogénio na forma de nitrato e aumentando a quantidade de célcio em relagdo a de
potassio. Esta adequagfo possibilitou a duplicagdo da biomassa produzida e triplicou a
produgio do metabolito secundario solamargina. |

5.2.3.3. Efeito da concentracio de sacarose

Para segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis, cultivados em meio MS,
suplementados com 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de NAA, mantidos na poéiqﬁo vertical e na
vpreseng:a de luz, aumentos na concentragdo de sacarose interferiram na obtengdo de
diferentes respostas morfogénicas.

As taxas de formacgio de ramos, raizes e calos diminuiram consideravelmente a
medida que a concentragio de sacarose foi aumentada no meio de cultura de 2% para 4, 6 e
8%. Da mesma forma a biomassa produzida também reduziu-se gradativamente com o

aumento crescente da concentragéo de sacarose. Um efeito marcante, também relacionado
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com o aumento na concentragdo de sacarose, refere-se a0 aumento na percentagem de
senescéncia dos explantes.

Estes efeitos negativos, provocados pelo aumento da concentragéo de sacarose no
meio de cultura, estdo muito provavelmente relacionados a diminui¢io da disponibilidade
de BA e de macro e micronutrientes aos explantes, em fun¢do do aumento do potencial
osmoético do meio, dificultando dessa forma a absor¢do desses “elementos e em

conseqiiéncia as respostas morfogénicas dependentes deles.

5.3. MORFOGENESE “IN VITRO” EM COTILEDONES DE Cedrela fissilis Vell.
(MELIACEAE)

5.3.1. Morfogénese “in vitro” em cotilédones isolados de C. fissilis

A luz, pareceu ter efeito importante no processo de indugéo da formacgdo de ramos,
uma vez que estes apenas se formaram, apesar da baixa freqiiéncia, nos tratamentos
mantidos sob condi¢gGes de luminosidade. CASTILHO & VIANA (1997) também
constataram, que nos tratamentos com BA e TDZ, a eficiéncia de indugdo de ramos em
cotilédones, nas culturas submetidas a presen¢a de luz foi maior, atingindo no tratamento
com 0.06 mg/l de TDZ, a maior porcentagem de ramos formados (30%), enquanto que com
BA, nas mesmas condi¢des de luminosidade, obteve-se um percentual de 20% de ramos
formados. |

O surgimento de ramos a partir de cotilédones poderia sugerir que, durante a excis&o
deste explante da planta, viriam junto com o mesmo as gemas axilares pré-existentes.
Pensando nesta possibilidade, paralelamente & implantacfio dos experimentos com os
cotilédones, foi executado um experimento controle, onde os segmentos nodais
remanescentes apds extragéo dos cotilédones, foram inoculados em um meio com BA 0.5
mg/l para forgar o brotamento das gemas axilares. Neste controle todos os segmentos
nodais desenvolveram dois ramos através do desenvolvimento das gemas axilares que neles
permaneceram. Logo o surgimento de ramos em cotilédones foi devido a formagéo de

gemas adventicias.
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O BA adicionado ao meio de cultura inibiu a formagéo de raizes em cotilédones de
plantulas de 30 dias. Esta constatagio parece-nos 6bvia, em fungdo do BA ser uma
citocinina, que em muitos casos inibe a formagdo de raizes nos explantes. Esses dados
confirmam os obtidos por CASTILHO & VIANA (1997) que obtiveram resultados
semelhantes trabalhando também com cotilédones de plantulas de C. fissilis de diferente
procedéncia, em meios com BA (citocinina) € TDZ. _ '

Somente ocorreu formagdo de calos nos tratamentos na presenga de luz e com
suplementacédo exdgena de BA, obtendo-se maiores taxas nas concentragdes de 0.25 mg/1
em cotilédones de plantulas com 20 dias germinadas na auséncia de luz e de 0.25 e 0.12
mg/1 em cotilédones de plantulas com 30 dias germinadas na presehg:a de luz. CASTILHO
& VIANA (1997) obtiveram, no tratamento com BA 0.25 mg/l, na presen¢a de luz, uma
taxa maxima de indugio de calos de 50% e também constataram que os calos foram mais
freqiientes nos tratamentos mantidos na presenca de luz. A formagéo dos calos ocorreu na
regido basal do peciolo do cotilédone. Neste mesmo ponto ocorreram a indugdo de outras
respostas morfogénicas, como a formacéo de raizes e/ou brotos. Segundo DE KLERK et al.
(1997), durante a regeneré,gﬁo, somente uma proporgdo de células participam deste
processo. Em C. fissilis, provavelmente as células mais competentes em responderem aos
estimulos organogénicos estdo localizadas nesta regiéo do cotilédone. |

DE KLERK et al. (1997) explicam que a regeneragdo consiste de trés etapas: a)
diferenciagido, durante a qual o tecido torna-se competente a responder ao estimulo
organogénico/embriogénico; b) indugfio, quando as células tornam-se determinadas a
formar raizes, ramos ou enibriﬁes, e ¢) crescimento do 6rgdo ou embrido. Na primeira fase
pode ocorrer um periodo de divisdo celular, forma¢fio de calos, caracterizando a
regenerac¢io de forma indireta, mas freqlientemente as células tornam-se competentes sem
divisZo celular em larga escala, caracterizando a regeneragfo direta.

Nos experimentos agui relatados, bem como nos trabaihos de CASTILHO &
VIANA (1997), observou-se regeneracgio direta de ramos e raizes. Muitos autores, entre
eles SUMANA & KAVERIAPPA (1996), ressaltam a importancia deste tipo de resposta,
quando comparada 3 regeneragdo indireta, em func¢fio da possibilidade de ocorréncia de
instabilidade genética nos calos formados, gerando variabilidade genética nas plantas

regeneradas a partir dos mesmos.
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Sistemas de regenera¢io de plantas, a partir de tecidos ou calos, permitem a
possibilidade de manipulagio genética. A introdugéio de genes de interesse em células de
cotilédones ou calos, seguida pela selecdo das células transformadas e regeneracgdo de
plantas a partir delas, pode permitir a introdugdo de novos genes numa espécie (STIMART
& MATHER, 1996). Com relagéo ao cedro rosa, a possibilidade da regeneragéo, a partir de
cotilédones, oferece perspectivas promissoras para .o desenvolvimento de sistemas de
transformagdo genética, com o objetivo de inserir genes que confiram resisténcia as pragas
desta planta, a exemplo do que buscaram GABA et al. (1999), estudando a regeneracdo a
partir de cotilédones de meldo (Cucumis melo L. cv. Galia), com propésitos de regenerar

plantas transformadas.
5.3.2. Morfogénese “in vitro” em segmentos medianos de cotilédones de C. fissilis

Nenhum dos tratamentos com diferentes concentracdes de BA e NAA, isolados e/ou
em combinagdo possibilitaram a forma¢io de ramos em segmentos medianos de
cotilédones de C. fissilis. Porém a formagio de raizes nestes explantes esteve sempre
associada a presenga de NAA, em diferentes concentragdes, associado ou ndo com BA, que
na concentracdo de 3.0 mg/l isoladamente ou em combina¢io com NAA inibiu a formag&o
de raizes. A formacgfo de calos somente ocorreu quando houve a combinag8o de diferentes
concentragdes de BA e NAA, e quando usados isoladamente nfo induziram esta resposta
morfogenética.

O maior peso de matéria fresca obtido se deu no tratamento com a combinagéo de
3.0 mg/l de BA e 0.25 mg/l de NAA. Cabe ressaltar aqui, que neste tratamento, o peso de
matéria fresca obtido, se deve exclusivamente ao calo formado, haja visto que nesse
tratamento ndo ocorreu formagéo de raizes e que os calos possuiam aspecto fridvel.

Nos tratamentos em que nédo houve a formacio de calos, tais como, os tratamentos
com NAA somente, em concentragdes acima de 0.5 mg/l ocorreu a formagéo de raizes via
organogénese direta. Esse fato também é comentado por CASTILHO & VIANA (1997) e
por MORENO & VIANA (1996) onde mencionam que a rizogénese direta em cotilédones
de plantas ocorre na regido distal do cotilédone, a partir de células da margem dos mesmos,

quando cultivados em meios com NAA em concentragSes superiores a 2.0 mg/l, atingindo
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valor maximo de 80% de rizogénese no tratamento com 4.0 mg/1 de NAA.

Esta habilidade dos tecidos de cotilédones de plantas e de segmentos medianos de
cotilédones de apresentarem rizogénese direta, quando submetidos a meios de cultura com
NAA ou outras auxinas (IAA e IBA) citadas por MORENO & VIANA (1996), sugere que
algumas células dos cotilédones, principalmente as das margens, apresentam potencial de
organogénese € podem ser também manipuladés em meios com citocininas, para
produzirem ramos adventicios. Este sistema € importante para o desenvolvimento de
sistemas de transformagdio genética, como citado anteriorrhente, bem como poderia ser
utilizado para se iniciar culturas de raizes para a produgio de substincias com atividade
biolégica. Da mesma forma, a produgio de calos via manipulagdo destes explantes,
combinando nos meios de cultura, BA e NAA, pode também possibilitar o estabelecimento
de sistemas de suspensdes celulares para a produgdo de compostos bioativos, além de

constituir-se numa alternativa para a regeneracgéo de plantas transgénicas.
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5.4. CONSERVACAO “IN VITRO” DE Cedrela fissilis Vell. (MELIACEAE)
5.4.1. Conservacio “in vitro” de dpices e segmentos nodais cotiledonares de C. fissilis

A conservagdo de germoplasma de plantas “in vitro”, € possivel em fungéo do uso
das técnicas de micropropagac¢do e criopreservagdo. Para que a técnica de micropropagacéo
seja viavel, a mesma deve ser adaptada, de forma que as sucessivas repicagens das culturas
em curto espaco de tempo, que normalmente sdo necesséﬁas, sejam evitadas. Pois este
processo pode inviabilizar a manutengio de germoplasma “in vitro” por longo periodo, por
questdes operacionais € de custos. Assim a conservacdo de germoplasma “in vitro” deve
basear-se em condi¢Ges que limitem o crescimento das culturas, o que normalmente se da
pela manipulacgo das condi¢des ambientais, como redugfo da temperatura e dos niveis de
oxigénio de cultivo, ou por alteragées na composi¢do normal dos meios de cultura, pela
adicdo de retardantes de crescimento, aumento na concentragdo de sacarose e redugdo na
quantidade de nutrientes minerais ( DODDS & ROBERTS, 1995; GROUT, 1995 a, b apud
MARUYAMA et al., 1997a; OKA & NIINO, 1997). Mais recentemente, tem-se utilizado
para conservagdo de germoplasma de plantas “in vitro”, o encapsulamento de diferentes
explantes em alginato, técnica que além de possibilitar uma nova alternativa de manutengéo
de germoplasma “in vitro”, ¢ também utilizada para produgio de sementes artificiais
(SORVARI et al.,, 1997; MARUYAMA et al.,, 1997a, b; STANDARDI & PICCIONI,
1998; REPUNTE, TAYA & TONE, 1995; JANEIRO, BALLESTER & VIEITEZ, 1997,
KHOR, NG & LOH, 1998; SUPRASANNA, GANAPATHI & RAO, 1996). Esta
tecnologia, associada a alguinas outras possiveis varidveis, se constitui numa boa
alternativa para a conservagio de germoplasma de muitas espécies intolerantes a sistemas
de armazenamento convencionais em temperaturas reduzidas, bem como, também nio
requer técnicas sofisticadas empregadas em protocolos que utilizam temperaturas ultra
baixas de armazenamento, como a criopreservagio em niﬁogénio liquido.

Os resultados dos experimentos conduzidos para estabelecer a dindmica do
rebrotamento de explantes vidveis no meio de recuperagdo padrio indicaram que as
capsulas nio impediam o rebrotamento dos explantes, uma vez que os mesmos ap6s serem

inoculados em meio de recuperagdio, demonstraram uma rdpida capacidade de
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rebrotamento, iniciada a partir do quinto dia ap6s a inoculagéo e alcangando a taxa maxima
no décimo terceiro dia. Isto indica que os explantes sdo capazes de romper as cépsulas, em
fungio das mesmas nio impedirem e/ou prejudicarem a difusdo dos nutrientes € de BA do
meio de recuperagio, entrando em contato com os explantes e induzindo as gemas neles
contidos, permitindo o seu crescimento normal, como ocorre quando néo sdo encapsulados.
Ap6s rebrotados em meio de recuperagdo com BA 0.5 mg/l, os explantes foram colocados
em meios com IBA para enraizamento. A freqiiéncia de enraizamento apds 45 dias de
cultura, foi relativamente baixa para todos os explantes, independente da concentracgdo de
IBA no meio de cultura. Esta baixa porcentagem de enraizamento, deve-se muito
provavelmente, a inibigio promovida por concentragbes endogenas de BA, que se
acumularam nos explantes durante o rebrotamento no meio de recuperagdio. Esta
constatacio é reforcada quando compara-se os indices de enraizamento obtidos, por estes
explantes sem terem passado por meios com BA (item 5.1.4), onde mesmo em meios sem a
presenca de IBA, ocorreram altos indices de enraizamento de segmentos nodais
cotiledonares. Conclui-se desta forma que o baixo indice de enraizamento, ndo deveu-se a
presenca da capsula.

Apés 3 meses de armazenamento em meios limitantes ao crescimento, apices e
segmentos nodais cotiledonares mantiveram bastante alta a capacidade de rebrotamento
quando submetidos aos meios de recuperagdo. Tanto para segmentos nodais cotiledonares,
quanto para apices encapsulados, 0 meio com 4gua destilada e 4gar nas concentragdes de
0.4% e 0.7%, permitiram uma maior capacidade de manuten¢fio da viabilidade dos
explantes. Apos 6 meses de armazenamento, a capacidade de rebrotamento reduziu-se para
menos da metade da obtida apds 3 meses. Neste caso dpices encapsulados e armazenados
em meio com 0.4% de 4gar, mantiveram capacidade de sobrevivéncia significativamente
superior aos demais tratamenfos, atingindo 43.7% de sobrevivéncia. Ao final de nove
meses de armazenamento, os apices € segmentos nodais encapsulados tiveram sua
capacidade de sobrevivéncia extremamente reduzida. Os explantes, em todos os
tratamentos, ao final de 9 nieses de armazenamento tiveram sua capacidade de
rebrotamento reduzida para menos de 10%. Da mesma forma como ocorreu aos 3 e 6 meses
de armazenamento, aos 9 meses, parece que 0 meio com concentragdo de 0.4% de agar,

possibilitou maior capacidade de manuten¢do da viabilidade dos explantes. Esta reducdo
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acentuada da capacidade de recuperar o crescimento dos explantes a medida que aumenta-
se o periodo de armazenamento, talvez deva-se a degradacgdo progressiva da sacarose
contida nas capsulas, haja visto que a mesma ¢ a unica fonte de carbono e energia dos
explantes, uma vez que o alginato € metabolicamente inerte para a célula vegetal
(SORVARI et al.,, 1997). Assim como a quantidade de sacarose na céapsula € muito
reduzida, a medida que o tempo passa, a sua quantidade passa a ser limitante para a
manutencdo do metabolismo das células, mesmo que seja em niveis muito reduzidos.
MARUYAMA et al. (1997a) obtiveram para Cedrela odbrata, nas mesma condi¢des,
porém com concentragfio de dgar no meio de 1.0%, resultados muito semelhantes aos
descritos acima. Neste trabalho os valores de rebrotamento dos explantes foram de 80, 50 e
20% aos 3, 6 e 12 meses de armazenamento respectivamente. Com esta mesma espécie
quando associaram a utilizagdo deste mesmo meio, porém armazenados a uma temperatura
de 12°C a capacidade de rebrotamento foi de 80, 70 e 80% aos 3,6 e 12 meses de
armazenamento respectivamente. Pode-se concluir que a temperatura € outro fator
importante na manutencdo da viabilidade dos explantes ao longo do tempo.

Pelos resultados obtidos e pelas consideragdes feitas acima, podemos concluir que o
encapsulamento de 4pices e segmentos nodais de C. fissilis, em alginato de célcio e seu
armazenamento em meios limitantes ao crescimento, podem ser utilizados como uma forma
viavel de conservagdo de germoplasma ‘in vitro” para esta espécie. Muito embora, estudos
devam ser realizados para aprimoramento desta técnica, principalmente no que concerne as
condicdes ambientais de armazenamento, determinando-se condi¢gdes Otimas de
temperatura e intensidade luminosa, além de novos testes com a concentracéo de alginato
das capsulas, concentracéio de nutrientes essenciais no substrato, dentre outras condigbes
para manter vidveis os explantes em condi¢des limitantes ao seu crescimento e assim

melhorar a eficiéncia do sistema.
5.4.2. Criopreservacio de sementes de C. fissilis
Segundo MARZALINA & KRISHNAPILLAY (1999), sementes ortodoxas ou semi-

recalcitrantes de espécies tropicais podem ser criopreservadas sem maiores problemas,

desde que tenham contetiddo de dgua abaixo de 20%. Para C. fissilis ainda ndo se tem
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registros de trabalhos com relagdo a possibilidade de se criopreservar diretamente em
nitrogénio liquido sementes zigéticas, fato que ja foi descrito para diversas espécies de
outras familias (HOR, 1996; MARZALINA et al., 1997, NORMAH & MARZALINA,
1996).

Sementes de C. fissilis, possuem cerca de 6-7% de umidade. Este fator as torna
passiveis de criopreservagdo direta em nitrogénio liquido, sem necessidade de serem
realizados com as mesmas, tratamentos de desidratagio ou ag@o de agentes crioprotetores.
Outras melidceas como Swietenia macrophylla e Melia azaderach que possuem 5-6% e
12.4% de umidade na sementes respectivamente, ja foram criopreservadas com sucesso,
obtendo-se viabilidade apds a criopreservagio de 63 e 43% respectivamente, com o adendo
de que as sementes de Melia ndo foram criopreservadas em nitrogénio (-196°C) e sim em
-20°C (MARZALINA & KRISHNAPILLAY, 1999). O sucesso na criopreservagéio destas
melidceas, repetiu-se com sementes de C. fissilis, onde apds criopreservadas, foram
descongeladas rapidamente a 45°C em banho-maria e colocadas para germinar em placas
de Petri com papel filtro umedecido. Apés 10 dias, das sementes que haviam sido
criopreservadas, obteve-se um percentual de 91.6% de sementes viaveis, enquanto que das
sementes nao criopreServadas obteve-se 90%, nido havendo diferengas estatisticas
significativas entre elas. A realiza¢do do teste de tetrazdlio confirmou esta constatagéo,
mostrando-se ser uma forma bastante configvel de se acessar de forma bastante répida a
viabilidade de sementes de C. fissilis criopreservadas. Estes dois aspectos indicam que o
processo de criopreservagdo de sementes de C. fissilis em nitrogénio liquido nio afeta a sua
viabilidade nem o vigor. Uma constatacio importante além destas, foi também verificar-se
que ndo ocorreram alteragdes no crescimento normal das plantulas apés a germinagédo.
Plantulas originadas a partir de sementes que foram criopreservadas tiveram crescimento
equivalente, em varios pardmetros avaliados, como comprimento dos ramos, nimero de
nds, nimero de gemas e nimero de folhas, aos alcangados por plantulas obtidas das
sementes que ndo foram criopreservadas. Além desta constatagdo quantitativa, ndo foi
verificado visualmente, até 30 dias apés o transplante, qualquer alteragdo morfolégica no
desenvolvimento destas plantas.

Logo, é totalmente vidvel utilizar-se para conservagio de germoplasma ¢ da

variabilidade ainda remanescente, para estudos futuros, a criopreservagdo em nitrogénio
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liquido de sementes de C. fissilis, por ser neste caso especifico, uma tecnologia bastante

simples e que mostrou-se bastante eficiente.
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6- CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos experimentos de micropropaga¢do, produgio de calos,
morfogénese em cotilédones e de conservagido de germoplasma “in vitro”, realizados com

Cedrela fissilis permitem as seguintes conclusdes.

1. As sementes de C. fissilis, apés desinfec¢do, iniciaram a germinag#o “in vitro™ a partir do
4° dia de cultivo, atingindo porcentagens méaximas por volta do 12° dia. Estes dados s&o
importantes pois servem como referéncia para os estudos de criopreservagio de sementes

desta espécie.

2. Plantas axénicas de C. fissilis cultivadas em meio MS, apés 30 dias de cultivo,
apresentavam crescimento suficiente para serem utilizadas como fontes de diferentes
explantes para experimentos de micropropagacéio, indugdo de calos e de conservagio “in

vitro”.

3. Diferentes respostas morfogénicas foram obtidas a partir de segmentos nodais
cotiledonares em meio MS, suplementado com BA e NAA, isoladamente ou em
combinagdio. O BA em diferentes concentrages possibilitou a formacio de ramos em
100% dos explantes. Concentragdes de NAA acima de 0.25 mg/l isoladamente ou em
combina¢do com BA inibiram a formagio de ramos. A formagdo de raizes ocorreu em
maior freqiiéncia nos meios sem a presenca destes reguladores de crescimento. Nos meios
com BA nio ocorreu a formagio de raizes, mas quando combinado com NAA ocorreu
enraizamento. Logo BA inibiu a formacio de raizes, enquanto o NAA pareceu reverter este
processo. A formagdo de calos foi dependente da agio combinada de BA e NAA e de NAA
isoladamente.

4, Para efeitos de micropropagagéo, para vérios parametros avaliados tais como nimero de
ramos, nimero de nés, nimero de gemas e mimero de folhas os tratamentos com BA, nas

. concentragdes de 0.25 e 0.5 mg/l na auséncia de NAA, foram as mais efetivas para

95



segmentos nodais cotiledonares, néo ocorrendo o mesmo com relagio a produgio de calos,
incremento no comprimento de ramos ¢ formac&o de raizes. O comprimento de ramos foi

inibido pela concentragio de 1.0 mg/l de NAA isolado ou em combinagdo com BA.

5. O enraizamento de microestacas de C. fissilis ocorreu de forma eficiente, tanto em meio
MS quanto em MS/2, sem a necessidéde de suplementagio exdgena de IBA. Por outro lado,
a presenca de IBA aumentou a velocidade de enraizamento das microestacas. IBA a 0.5
mg/l, em meio MS/2 propiciou que 100% das microestacas énraizassem num periodo de 10
dias, enquanto que nos meios desprovidos desse regulador, o enraizamento maximo ocorreu

apods 16-18 dias.

6. O método desenvolvido para a aclimatagdo de C. fissilis possibilitou a sobrevivéncia de
100% das microplantas durante 90 dias. Constatou-se que nas 3 semanas iniciais de
aclimatacio, tdo fundamental quanto a escolha do substrato, ¢ manter-se a umidade do ar
em niveis altos (100%), evitando excesso de umidade no substrato. As plantas de C. fissilis
aclimatadas em substrato contendo areia/solo e solo, estavam aos 90 dias, plenamente aptas
a sobreviverem ao transplantio nas condigbes de campo. As raizes formadas “in vitro”

permaneceram funcionais e nio foram substituidas durante a aclimatagéo.

7. A formagdo de calos em explantes obtidos de plantulas germinadas na presenga de luz,
demonstraram que segmentos de epicétilo submetidos as auxinas NAA e 2,4-D, foram mais
eficientes em promover a formag3o e produgéo de biomassa, tanto na presenga quanto na
auséncia de luz. Para os demais explantes estas auxinas nio se mostraram tdo eficientes. Ja
para explantes obtidos de plantulas germinadas no escuro, segmentos de hipocétilo se
mostraram mais aptos para a formagfo e incremento de biomassa dos calos produzidos.
Ocorreu a formagdo de calos em todos os tratamentos de forma muito eficiente, nas
diferentes concentragdes de NAA e 2,4-D, tanto na presenca quanto na auséncia de luz e a
maior producio de biomassa foi verificada nos tratamentos com 2,4-D al.0mgleNAAa

0.25 mg/1, na auséncia de luz.
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8. Em segmentos nodais cotiledonares a formag¢do de calos € a maior produgio de
biomassa, ocorreu eficientemente, quando estes explantes foram cultivados na posigdo
vertical, em meio MS suplementado com 2% de sacarose, 0.5 mg/l de BA e 1.0 mg/l de
NAA e com as culturas mantidas na presenga de luz. O meio WHITE produziu calos com a
menor biomassa, dentre as formulages salinas testadas para estes explantes. ConcentragGes
de sacarose acima de 2% provocaram diminui¢io crescente nas taxas de formacido de

ramos, raizes e calos, diminuindo também a biomassa dos calos produzidos.

9. Os tecidos cotiledonares mostraram-se capazes de regenerar diretamente ramos e raizes
quando cultivados em meio MS. No processo de indugdo de ramos a presenca de luz foi
uma condi¢io necessaria. O BA adicionado ao meio de cultura inibiu a formag&o de raizes
em cotilédones de plantulas com 30 dias. A formacéo de calos nestes explantes, somente
ocorreu com suplementacio exogena de BA, nas culturas mantidas na luz. As diferentes
respostas morfogénicas, como formag3o de calos, ramos e raizes, ocorreram na regiso basal

do peciolo.

10. Segmentos medianos de cotilédones ndo formaram ramos, quando tratados com BA e
NAA, isolados e/ou em combinagéo. Mas a formacgfio de raizes ocorreu nestes explantes,
sempre associada a presen¢a de NAA, em diferéntes concentragdes, combinados ou nio
com BA, sendo que na concentragio de 0.5 mg/l de NAA ocorreu rizogénese direta. O BA
na concentragio de 3.0 mg/l agindo isoladamente ou em combinagdo com NAA inibiu a
formagdo de raizes. A formagiio de calos nestes explantes ocorreu quando houve a
combina¢do de diferentes concentragdes de BA e NAA. Estes reguladores agindo
isoladamente nestes explantes nfio induziram tal resposta morfogénica. A maior biomassa
de calos produzida ocorreu com 3.0 mg/l de BA e 0.25 mg/l de NAA e os calos foﬁnados

possuiam aspecto friavel.

11. A habilidade dos cotilédones inteiros e de segmentos medianos de cotilédones de C.
fissilis de apresentarem rizogénese direta, quando submetidos a meios de cultura com NAA
ou outras auxinas, sugere a possibilidade de manipulagéo destes explantes em meios com

citocininas, para produgdo de ramos adventicios. Este aspecto é importante para o
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desenvolvimento de sistemas de transformacdo genética, bem como para a iniciagido de
culturas de raizes e também para a produgdo de calos, combinando, nos meios de cultura,
BA e NAA, estabelecendo-se sistemas de suspensdes celulares. Desta forma, possibilitando
em ambos os casos a produgéo de substincias com atividade bioldgica, além de constituir-

se em alternativas para a regeneracio de plantas transgénicas.

12. O encapsulamento de dpices e segmentos nodais de C. fissilis, em alginato de célcio e
seu armazenamento em meios limitantes ao crescimento, compostos por agua e agar,
mostrou-se ser uma alternativa vidvel de conservagéo de germoplasma “in vitro” por um
periodo de até 3 meses. H4, porém, a necessidade de otimizacdo desta metodologia,
principalmente no que concerne a possibilidade de manipulagdo das condi¢gdes ambientais
de armazenamento, determinando-se condi¢des 6timas de temperatura e intensidade
luminosa, além de novos testes com a concentragéo de alginato das cépsulas, concentragio
de nutrientes no substrato de armazenamento, bem como outras condi¢des para manter

vidveis os explantes por periodos mais longos de armazenamento.

13. Sementes de C. fissilis podem ser criopreservadas diretamente em nitrogénio liquido,
dispensando tratamentos de desidratagio ou agdo de agentes crioprotetores, desde que as
mesmas apresentem teor de umidade em torno de 6.5%. A criopreservagdo ndo afetou o
vigor e a viabilidade das sementes, determinados por teste de germinacdo e pelo teste de
tetrazélio, bem como ndo afetou o crescimento normal das plantulas, em substrato

areia/solo, durante 30 dias, apds o transplante.
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