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RESUMO GERAL

A madeira do Mogno Brasileiro (Swietenia machophylla King) é hoje
uma das mais valorizadas economicamente, alcancando valores de mercado
superiores a outras espécies arboreas, sendo utilizada para diversos fins De
modo geral, a espécie possui dificuldade de regeneracdo natural e de
estabelecimento em reflorestamentos, tendo como principal praga larvas de
Hypsipyla grandella Zellar As espécies do género Khaya apresentam grande
potencial no reflorestamento devido a tolerdncia a esta praga. A
micropropaga¢do utilizando técnicas de cultura de tecidos vegetal esta se
tornando uma alternativa viavel e importante na multiplicagdo de espécies
arboreas, incluindo o género Khaya. O objetivo com este trabalho foi produzir
mudas in vitro de Mogno Africano (Khaya senegalensis), utilizando e
optimizando técnicas de cultura de meristemas provenientes de sementes
germinadas in vitro, via gemas axilares obtidas de plantas jovens cultivadas em
casas de vegetacdo ¢ via embriogénese somatica de calos obtidos por meio de
explantes foliares. Para o isolamento dos meristemas provenientes de plantas
cultivadas in vivo, foram testados meios MS com presenga e auséncia de
reguladores de crescimento (BAP, AIA e AIB). O meio MS com adi¢do de BAP
e AIA foi o melhor meio pra realizar o isolamento de meristemas de plantas
produzidas em casas de vegetacdo. Para multiplicacdo dos meristemas isolados
de plantas cultivadas em casas de vegetacdo e dos provenientes de sementes
germinadas in vitro foram utilizados meios MS ¢ WPM combinados com BAP
em diferentes concentragdes. O meio MS contendo 0,50 mg.L™' de BAP
apresentou melhor resultado para multiplicacdo dos explantes meristematicos. A
inducdo de calos embriogéncios foi obtida com a utilizagdo de segmentos
foliares inoculados em meios MS, com diferentes combinagdes de reguladores
de crescimento e variagOes nutricionais. As massas celulares obtidos foram
avaliadas por microscopia Optica. Apenas calos desenvolvidos no meio MS
suplementado com caseina, extrato de malte e concentragdo de 2,4-D, 2-iP e
IBA apresentaram caracteristicas embriogénicas, ou seja, maior potencial para
possivel regeneracao de plantas de Mogno.

Palavras-chave: Mogno. Micropropagag¢do. Multiplicacdo. Meristemas.
Embriogénese.



GENERAL ABSTRACT

The Brazilian Mahogany wood (Swieteniamachophylla King.) is
currently one of the most economically valued, reaching market values superior
to other tree species, and used for various outcomes. Generally, the species
presents difficulty in natural regeneration and in establishing in reforestations,
with the HypsipylagrandellaZellar larvae as its main pest. The species of the
Khayagenus present great potential in reforestations due to its tolerance to this
pest. The micro propagation using plant tissue cultivating techniques is
becoming a viable and important alternative in the multiplication of tree species,
including of the Khaya genus. The objective of this work was to produce African
Mahogany (Khayasenegalensis) in vitro, using and optimizing techniques for
cultivating meristems derived from seeds germinated in vitro, via auxiliary buds
obtained from young plants cultivated in a greenhouse, and via somatic
embryogenesis of calluses obtained from foliar explants. For the isolation of the
meristems derived from plants cultivated in vivo, we tested MS mediums with
the presence and absence of growth regulators (BAP, IAA and IBA). The MS
medium with BAP and IAA were best to perform the isolation of meristems
from plants cultivated in greenhouse. For multiplying the meristems isolated
from plants cultivated in greenhouse and from those derived from seeds
germinated in vitro we used the MS and WPM mediums combined with BAP in
different concentrations. The MS medium containing 0.50 mg.L"' of BAP
presented the best result for multiplying the meristem explants. The induction of
embryogenic calluses was obtained with the use of foliar segments inoculated in
MS medium, with different combinations of growth regulators and nutritional
variations. The cellular masses obtained were evaluated by optic microscopy.
Only the calluses developed in the MS medium supplied with casein, malt
extract and concentration of 2,4-D, 2-iP and IBA presented embryogenic
characteristics, that is, a higher potential for possible Mahogany plant
regeneration.

Keywords: Mahogany. Micro propagation. Multiplication. Meristems.
Embryogenesis.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O consumo desmedido de recursos naturais coloca em risco a
sobrevivéncia de diferentes plantas arboreas. Por essa razdo, tem sido crescente
a aglo de pesquisadores que direcionam estudos no sentido da preservacdo das
espécies, como o Mogno. Dentre as inumeras acdes, se destacam aquelas
voltadas para a exploragdo sustentavel dos recursos naturais, como o
reflorestamento. E importante ressaltar que o sucesso das agdes desenvolvidas
depende em grande parte do emprego de técnicas capazes de viabilizar
condicdes de propagacdo de espécies arboreas de interesse econdmico.

No Brasil, a madeira de Mogno Africano (género Khaya) tem alcangado
valores de mercado cada vez mais elevados, superando, por exemplo, o Cedro, o
Pinus e o Eucalipto. A valorizagdo da madeira de Khaya em relagdo a espécie
nativa (Swietenia macrophylla King), ou Mogno Brasileiro se da em fungdo da
resisténcia a praga Hypsipyla grandella Zellar que ataca a gema terminal da
espécie nativa, diminuindo o vigor, crescimento, e proporcionando multiplas
brotacdes, o que ndo ¢ favoravel para o mercado.

Gragas a trabalhos classicos como o de Murashige e Skoog (1962), a
propagac¢do das espécies conta nos dias de hoje com uma ferramenta
biotecnologica muito eficiente, a Cultura de Tecidos, capaz de garantir a
producdo de mudas sadias, em larga escala e curto espaco de tempo.

A utilizagdo da técnica de Cultura de Tecidos, portanto, torna-se uma
alternativa para propagacdo do Mogno Africano. A cultura da espécie é uma
atividade altamente lucrativa pela qualidade e alto custo se sua madeira e, além
disso, pode ser usada na conservagdo ambiental, principalmente no que se refere

a devastagdo das areas de florestas nativas.
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Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo a producdo e
multiplicagdo in vitro de Mogno Africano, utilizando e optimizando técnicas de

cultura de tecidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Reflorestamento

Problemas decorrentes de explora¢des predatdrias de espécies vegetais e
a ndo renovacdo de florestas estdo contribuindo significativamente para o
aquecimento da Terra, Moutinho et al. (2001) estimam que a temperatura da
atmosfera esteja aumentando a uma taxa de 0,2 °C por década como resultado
das emissdes de gases que retém calor, tais como o dioxido de carbono (CO2) e
o metano (CH4).

O Protocolo de Kyoto, de 1997 — acordo por meio do qual os paises
desenvolvidos se comprometem a reduzir a emissdo de gases de efeito estufa —,
estabeleceu trés gases como os principais responsaveis pelas alteragdes
climaticas do planeta: CO2, CH4 e 6xido nitroso (N20); seguidos de mais trés
com importancia menor: hidrofluorcarbonos (HFCs), perfluoarcarbonos (PFCs)
e hexafluoreto de enxofre (SF6). Entre eles, o volume de emissdes de CO2
representa aproximadamente 65% do total de emissdes de gases de efeito estufa
e o tempo de sua permanéncia na atmosfera é de cerca de 140 anos (DINIZ,
2011; JUVENAL; MATTOS, 2002).

O fogo nas florestas brasileiras, por exemplo, € responsavel pela emissdo
de grandes quantidades de gases de efeito estufa por varios processos distintos,
incluindo a queimada de floresta nas areas que estdo sendo desmatadas para
agricultura e pecudria, incéndios florestais e queimada de capoeiras, pastagens, e
diferentes tipos de savanas (FEARNSIDE, 2002).

O acumulo liquido de carbono (C) na atmosfera, oriundas das emissdes
de CO2, chega a trés bilhdes de toneladas por ano e ndo ha perspectivas, ha curto
prazo, de que esta situagdo seja revertida. Neste cenario, a Amazonia tem papel

fundamental. Em suas florestas estd armazenado uma quantidade de C
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equivalente aquela que ¢ emitida pela populacdo humana durante mais de uma
década. Representa, portanto, um grande “armazém de carbono” (MOUTINHO
et al., 2001).

Segundo Servigo Florestal Brasileiro (2010), o Brasil é um pais florestal,
com aproximadamente 516 milhdes de hectares (60,7% do seu territdrio) de
florestas naturais e plantadas. Destes, cerca de 6,8 milhdes de hectares sdo de
florestas plantadas, principalmente com espécies dos géneros Eucalyptus e
Pinus, que representam 93% do total, correspondendo a apenas 0,8% da area do
pais e 1,3% do total das florestas — o0 que representa a segunda maior area de
florestas do mundo, atras apenas da Russia. No entanto, estamos vivenciando na
primeira década do século XXI, uma escassez de madeira oriunda de
reflorestamento, que se reflete em altas dos seus pregos acima da inflagdo e
prejudica de maneira diferente os seus diversos segmentos consumidores
(BACHA, 2008).

Na concepcao de Juvenal e Mattos (2002), o Brasil apresenta grande
competitividade no mercado de produtos florestais, em razdo de suas
caracteristicas edafoclimaticas e do desenvolvimento tecnoldgico obtido na area
de silvicultura. Outros produtos como carvao vegetal, painéis de madeira e
madeiras serradas contribuem para fazer do Brasil um pais importante no
mercado mundial de produtos florestais, seja como produtor, consumidor ou
exportador.

A madeira foi um dos primeiros materiais usados pelo homem por meio
dos tempos, na construgdo de sua habitacdo e de seus primeiros equipamentos de
transporte. Atualmente, no mundo, ela tem extrema importancia, pois tem uso
para diferentes fins, como o da construgdo civil, geragdo de energia, producdo de
polpa celulodsica e papel, fabricagdo de moéveis etc. Na industria moveleira, as
madeiras provenientes de reflorestamento se revelam promissoras e o futuro

reside no uso crescente das mesmas, uma vez que a antiga vantagem
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comparativa representada pelo uso da madeira de florestas nativas torna-se cada
vez mais ineficiente (SILVA, 2010).

A troca de posi¢des de importancia entre florestas nativas e plantadas na
composicao da produc¢do brasileira de madeira deveu-se: 1) a reducdo das matas
nativas mais préximas aos grandes centros consumidores e a maior rigorosidade
na fiscalizacdo de sua exploracdo; 2) ao incremento do reflorestamento no
Brasil; e 3) ao maior interesse de alguns setores pelo uso de madeira de
reflorestamento, preterindo as oriundas de florestas nativas, devido as pressdes
ambientais. E valido ressaltar que esses trés fatores se inter-relacionam
(BACHA, 2008).

Para tal, o reflorestamento ¢ uma pratica muito importante, pois além de
promover a agregacdo e alteracdo microclima do solo, contribui para o aumento
da atividade microbioldgica e o estabelecimento da funcionalidade do sistema
solo-planta-organismo, além da conservacdo ambiental (SILVA; SIQUEIRA;
COSTA, 2004).

A maior parte da area reflorestada existente no Pais formou-se nas
décadas de 1970 e 1980, quando da vigéncia do Fundo de Investimentos
Setoriais - Fiset - Florestamento e Reflorestamento. Esse instrumento tornou
possivel as empresas plantios de florestas em larga escala, contando com um
incentivo financeiro, uma vez que poderiam abater integralmente do Imposto de
Renda as importincias comprovadamente aplicadas em reflorestamento,
respeitado o limite de 50% do imposto devido (JUVENAL; MATOS, 2002).

No Brasil, em substituicdo as dreas originais, encontra-se atualmente
uma variada gama de ambientes antropogénicos como zonas urbanas, areas de
cultura, pastagens e reflorestamentos com espécies exodticas (eucaliptos ou
pinus) (MACHADO; LAMAS, 1996).

Além das espécies de eucalipto e pinus, ja concretizadas no cenario

nacional como madeiras fornecedoras de matéria-prima para inumeros fins,
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existem iniciativas da introdugdo de novas espécies com potencial madeireiro,

uma delas ¢ o Mogno (SILVA, 2010).

2.2 Aspectos gerais da planta e cultura do Mogno

A madeira do Mogno ¢ moderadamente pesada variando de 0,55 a 0,70
g cm’®, possuindo cerne castanho avermelhado a castanho escuro uniforme. O
alburno ¢ amarelo ou levemente palido, de pouca espessura, gra-direita e textura
média. Possui cheiro caracteristico, gosto amargo, superficie lustrosa e
geralmente lisa ao tato. E facil de trabalhar, sendo utilizada na confecgdo de
moéveis finos, nos trabalhos arquitetonicos e paredes ornamentais, botes e barcos,
molduras, cofres, esculturas torneadas ou entalhadas e instrumentos musicais,
particularmente pianos (COUTO, 2002).

O Mogno é uma espécie de crescimento rapido e tronco ereto, sendo
uma arvore adaptada as condigdes edafoclimaticas da regido amazonica, no qual
¢ bastante explorada por industrias do setor madeireiro que utilizam a madeira
desta espécie vizando a obtencdo de sub-produtos como os ji mencionados
(MENDES et al., 2007).

A espécie ¢ uma arvore de copa dominante ¢ uma altura variando entre
25 e 30 m, podendo atingir de 40 a 45 metros de altura e de 100 a 200 cm de
diametro a altura do peito (DAP), que cresce sobre uma grande variedade de
solos (COUTO, 2002; RASCON et al., 2007; VERISSIMO et al., 2002).
Segundo autores, a espécie possui folhas compostas que sdo paripenadas
alternas, sendo compostas por 3 a 4 pares de foliolos opostos. As pequenas
flores de coloracdo creme-amarelada estdo inseridas em paniculas de 15 a 25 cm
de comprimento. O fruto ¢ lenhoso, ovoide, de coloragdo castanho-clara, com
cerca de 12 a 18 cm de comprimento, que se abre em 5 partes, com 10 a 14

sementes aladas com comprimento de 8 a 11 cm cada uma. As folhas sdo
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perenes, com curto periodo de desfolha, ocorre por ocasido da maturagdo das
sementes.

Cordeiro (2012) afirma que em condi¢des favoraveis, o Mogno inicia
seu ciclo reprodutivo a partir dos 12-15 anos de idade. Segundo o autor, a
floragdo do Mogno varia espacialmente e temporalmente, em termos estacionais,
ocorrendo em estagdo seca na extensa area de distribuicdo natural. A estagdo
seca favorece abertura dos frutos maduros de Mogno e a dispersdo de suas
sementes aladas.

O fruto do Mogno é uma baga ovulada, e constitui uma céapsula lenhosa,
contendo de 12 a 14 sementes. As sementes sdo aladas, com 6 a 13 cm de
comprimento por 1,0 a 2,5 cm de largura, e sfo dispersas pelo vento
(CORDEIRO, 2012).

A casca do Mogno ¢ amplamente utilizada como um remédio contra
febre para tratar a malaria, repelir e matar mosquitos, para tratamento de gripes e
resfriados, diarréias, problemas em mucosas ¢ doengas venéreas. Além disso,
utiliza-se a casca como vermifugo e agente antimicrobiano. Estas qualidades
desejaveis podem colocar excesso de demanda sobre o Mogno, resultando em
diminui¢do da base de recursos naturais do mesmo. Seus extratos e constituintes
quimicos vém objetos de extensos estudos quanto as propriedades fitoquimicas e
farmacoldgicas, desde 1960 (ADEMOLA; FAGBEMI; IDOWU, 2004;
FRIMPONG-OPUNI et al., 2008; ZHANG et al., 2007).

Verissimo, Barreto e Tarifa (2002) mencionam que o Mogno representa
apenas uma pequena fracdo (aproximadamente 0,3%) do valor das exportagdes
brasileiras. Entretanto, no Para, fornecedor de 64% de todo o Mogno exportado
pelo Brasil, o comércio de Mogno com o exterior representa 5% do valor total
das exportagdes (Associacdo dos Exportadores de Madeira do Para e Amapa -

Aimex, dados internos).
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Devido a cor da madeira, estabilidade dimensional e caracteristicas
organolépticas, que proporcionam diversidade de uso e facil acabamento, essa
espécie esta entre as de maior valor econémico, tanto no mercado interno como
externo (LAMEIRA et al., 20006).

A madeira do Mogno ¢ hoje a mais valorizada no mercado internacional,
alcangando valores bastante elevados, sendo a mais importante espécie florestal
explorada na regido Amazdnica (MIRANDA; MIRANDA, 2000). No auge de
sua comercializagdo o seu metro cubico serrado alcangou precos superiores a
USS$ 1.200 (ALMEIDA et al., 2007). Esses valores tém contribuido de forma
bastante acelerada para sua exploragdo nas areas de ocorréncia natural, visto que
todo o Mogno comercializado no mercado internacional provém de arvores
extraidas de florestas primarias (LAMEIRA et al., 2006).

Calcula-se que entre 1971 e 1990 pelo menos 3,1 milhdes de metros
cubicos de Mogno foram retirados da floresta amazbénica para exportagdo.
Segundo dados oficiais do governo brasileiro, o Pais exportou em 1993, 174 mil
metros cubicos de Mogno. Cerca de 80% dessa madeira foi enviada aos estados
Unidos e a Inglaterra. Considerando-se o valor cotado para o0 Mogno no mercado
internacional, isso representa algo em torno de 150 milhdes de dolares
(MIRANDA; MIRANDA, 2000). No periodo de 1980 a 1998, a participacao do
Mogno representou 33,61% do valor das exportagdes de madeira serrada tropical
(ALMEIDA et al., 2007).

Sob a denominacdo de ‘“Mogno” encontra-se no mercado
aproximadamente uma centena de madeiras pertencentes as mais diversas
familias e géneros. Considera-se madeira genuinamente de Mogno apenas a
pertencente ao género Swietenia (COUTO, 2002). O género Swietenia foi
estabelecido em 1760, por Jacquin, com a espécie Swietenia mahagoni. Trata-se
de um género americano de poucas espécies, tendo afinidade com as “coabas”

africanas Kahya e Entandrophragma (ALVARADO, 2009). Em um sentido
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amplo, podem designar-se ainda os outros géneros e espécies da familia
Meliaceae, entre os quais se destacam Khaya ivorensis e K. senegalensis. Dentro
do género Khaya, ocorrem as espécies como K. grandifolia e K. anthotheca, que
sdo conhecidas sob a designacdo de “Mogno Africano”, ndo havendo distin¢ao
substancial do “verdadeiro Mogno” no aspecto fisiondmico, nem na qualidade
da madeira (COUTO, 2002).

O Mogno Brasileiro (Swietenia macrophilla king) ¢ uma espécie do
tropico americano com larga distribui¢do, desde a Peninsula de Yucatan, no sul
do México, passando pela América Central, Colombia e Venezuela até as zonas
de baixa altitude da Amazoénia Ocidental do Equador, Peru, Brasil e Bolivia
(BRUNETTA et al., 2006; COUTO, 2002; MIRANDA; MIRANDA, 2000).
Mais precisamente a area de ocorréncia natural do Mogno situa-se a latitude
20°N e 18°S (COUTO, 2002).

Na Amazodnia Brasileira, o Mogno ocorre em manchas dispersas, com
distribui¢do que vai do Rio Araguaia, ultrapassando as fronteiras brasileiras com
Bolivia e Peru (COUTO, 2002; VERISSIMO; BARRETO; TARIFA, 2002).
Ocorre também em pequenas areas dos estados do Maranhdo e Tocantins,
seguindo pelo Pard, Mato Grosso, Rondonia, Acre e parte sul do Amazonas. Os
estados do Acre (100%) Ronddnia (97,2%) tém seus territérios quase que
integralmente dentro da area de ocorréncia do Mogno. A menor ocorréncia ¢é
observada em Tocantins (0,27%) e no Maranhdo (0,85%). Por outro lado, o
estado do Pard participa em 46,7% do seu territorio na zona de ocorréncia
natural do Mogno (COUTO, 2002).

A espécie Swietenia macrophylla King apresenta inimeros nomes
vulgares, dentre os quais podem ser citados, por exemplo: Aguano, Mogno,
Araputanga e Cedro-rana no Brasil; Coaba das Honduras em Porto Rico na
Guatemala; Coaba no Peru; Coaba Americana, Aedro carmesi, Cedro Espinoso e

Granadillo na Colémbia; Crura na Bolivia; Caobo, Oruro, Caoba Negra ¢
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Caoburo na Venezuela; Caoba no México, no Panama, em Cuba, na Costa Rica,
em Honduras e em outros paises da América Central, entre outras tantas
denominagdes populares citadas por diferentes autores (ALVARADO, 2009).

O Mogno Brasileiro vem sofrendo excessiva exploragdo ilegal,
colocando-a entre as espécies em risco de extingdo. Além disso, possui
dificuldade de regeneragdo natural e de estabelecimento em reflorestamentos,
sendo atacado por larvas de Hypsipyla grandella Zellar (Lepidoptera, Pyralidae)
(BRUNETTA et al., 2006; SCHOTTZ et al., 2007).

Programas de reflorestamento e condugdo de regeneragdo natural com
Mogno visando a comercializagdo nao tém obtido sucesso devido,
principalmente ao problema da broca-das-melidceas, Hypsipyla grandella Zeller,
que destroem a gema terminal das plantas jovens, acarretando a reducdo do
vigor e podendo ocasionar a ramificagdo do tronco, inutilizando o fuste ou
diminuindo o seu valor comercial (COUTO, 2002; WALLAU et al., 2008).

O ataque dessas larvas ja resultou em problemas economicos para o
Brasil que é o produtor lider de quatro madeiras em todo o mundo. Em uma
tentativa de evitar tais consequéncias no futuro, centros de pesquisa, como a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA - tem avaliado a
substitui¢do de cultivares de S. macrophylla para as arvores do género Khaya, ou
seja, 0 Mogno Africano, que nio sdo afetadas pela broca H. grandella (RECHE
et al., 2009).

No entanto, recentemente, arvores de Khaya foram encontrada em
Salvador, Bahia, Brasil, infectadas por um novo patégeno microbiano. O
provavel microorganismo envolvido foi identificado como Botryosphaeria
rhodina, com base em morfologia, seqiiéncias de DNA e dados patologicos. A
infec¢do ocorre por meio de feridas ou diretamente por meio dos estdmatos e
outras aberturas. Esses fungos podem ento persistir no tecido saudavel seguido

pela infeccdo da planta que geralmente resultada no desenvolvimento de ramos
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laterais numerosas e, conseqiientemente, em arvores mal formadas, improprias
para a produgdo de madeira, e, em alguns casos a morte da arvore (RECHE et
al., 2009).

A demanda pela madeira do Mogno e o conseqiiente extrativismo
cresceram significativamente nos anos mais recentes. Enquanto os estoques
permaneceram limitados a populagdo natural e a sua regeneragdo. Mais
recentemente, devido ao incremento da demanda, aos problemas ambientais
decorrentes do extrativismo desordenado e ao valor comercial da madeira, o
cultivo dessa espécie tem aumentado significativamente (TUCCI; LIMA;
LESSA, 2009).

De acordo com Couto et al. (2004), a falta de uma politica ambiental
mais severa, de conhecimentos técnicos e de consciéncia ecoldgica pode levar a
exploragdo desordenada das florestas da Amazénia, com consequente
diminui¢do da biodiversidade e perdas de recursos genéticos de espécies com
elevados valores economicos, além de acarretar problemas ambientais, como a
reducdo da cobertura florestal e a destruicdo dos mananciais hidricos,
prejudicando a fauna e a flora, principalmente as espécies com risco de extingao.
Como a exploragdo ¢ realizada de forma indiscriminada, buscando espécies de
alto valor econOmico, alteracdes drasticas dos ecossistemas dessa formacdo
florestal tém ocorrido, colocando em perigo de extin¢do varias espécies como,
por exemplo, 0 Mogno (ROCHA; QUOIRIN, 2004).

O Mogno ¢, ainda, uma das espécies mais exploradas no pais, portanto,
ameacada de exting@o por ndo estar havendo renovagdo na mesma propor¢do da
exploracdo da arvore nativa. A necessidade de se investir esfor¢cos no
desenvolvimento de pesquisas sobre a produgdo de mudas de Mogno para fins
de reflorestamento ¢ essencial. O é&xito dos projetos de florestamento e
reflorestamento depende de varios fatores, mas a qualidade das mudas levadas

ao campo ¢ de extrema relevancia. Isto exige informagdes sobre a silvicultura
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das espécies nos diversos campos do conhecimento. Grande parte dos cultivos
isolados ou consorciados fracassou por problemas relativos as condi¢des de
cultivo, entre os quais a qualidade das mudas (BARBOSA et al., 2010).

A propagacdo dessa espécie por meio de sementes, por exemplo, esbarra
na dificil execucdo de coletas devido ao porte da arvore e a perda da viabilidade
em um curto espaco de tempo. Para as espécies que apresentam esses problemas,
que impedem uma rapida reposi¢do natural, a micropropagagéo in Vvitro aparece
como ferramenta importante para suprir essas dificuldades (LAMEIRA et al.,
2006).

Os pesquisadores tém encontrado dificuldades em estabelecer
procedimentos para a propagacdo in vitro do Mogno, considerando-se, em parte,
a escassez de trabalhos publicados nessa linha de pesquisa. No entanto, a falta de
conhecimentos dos principais processos basicos da germinagdo que ocorrem nas
sementes de espécies nativas tem dificultado a realizacdo das metas dos
programas de reflorestamento, devido as dificuldades encontradas durante o
processo de producdo de mudas em viveiro ou laboratorio. As espécies lenhosas
apresentam dificuldades para o estabelecimento in vitro, principalmente se for
utilizado material vegetal proveniente de plantas adultas, pois podem apresentar

infestacdo interna ou externa por microrganismos (COUTO et al., 2004).

2.3 Cultura de tecidos

A busca de alternativas para a produ¢do de mudas de Mogno tem sido
um grande desafio para os pesquisadores florestais. A cultura de tecidos ¢ uma
dessas alternativas técnicas, pois pode ser usada como ferramenta para propagar
espécies vegetais arboreas que apresentam problemas que vdo da produgdo,

armazenamento, germinacao até a patologia das sementes (COUTO, 2002).
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Entre as técnicas biotecnoldgicas, a micropropagacdo ¢ a mais difundida
e a que possibilita obter plantas do mesmo genotipo em larga escala e em um
curto espaco de tempo, preservando a identidade do material genético e
favorecendo o melhoramento da espécie (LAMEIRA et al.,, 2006). Com a
utilizagdo da multiplicagdo in vitro, existe a possibilidade de facilitar a
propagacdo do Mogno e, consequentemente, viabilizar a produgdo de mudas em
larga escala e curto espago de tempo (ROCHA; QUOIRIN, 2004).

A micropropagacdo tem sido realizada com sucesso em espécies
horticolas (batata e cenoura), ornamentais (orquidea, crisantemo e cravos),
frutiferas (abacaxi, morango e banana), medicinais (ipeca e espinheira santa) e,
mais recentemente, em espécies florestais (pinus e eucalipto) (ROSA, 2009).
Como exemplo de trabalhos envolvendo a micropropagacao de plantas lenhosas
pode-se citar trabalhos com pau-brasil por Pessotti et al. (2007) ¢ Werner et al.
(2007). Entretanto, no que se refere ao cultivo in vitro do Mogno, pouco se sabe
a respeito da metodologia para regeneracdo de plantas (ROCHA; QUOIRIN,
2004).

Em associagdo com outras técnicas da cultura de tecidos de plantas a
micropropagagdo permite a obtengdo, em curto espago de tempo e em qualquer
época do ano, de grande nimero de plantas com boa qualidade fitossanitaria e
autenticidade varietal. O sucesso da multiplicagdo depende ndo s6 dos fatores
inerentes ao tecido vegetal (genéticos e fisiologicos) como, também, das
condi¢des térmicas e luminosas em que a cultura ¢ mantida e do meio de cultura
apropriado que permite a inducdo, a multiplicagcdo e o crescimento das brotagdes
adventicias. As exigéncias nutricionais requeridas para o crescimento de um
tecido em condigdes in vitro variam de espécie para espécie, e de variedades, até
mesmo dentro da propria planta, o que torna necesséria a otimizagdo dos meios

de cultura (NAGAO; PASQUAL; RAMOS, 1994).
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Nos tecidos vegetais utilizados como explantes, a desdiferenciagdo
celular pode resultar na formagdo de calos com células ou grupos de células
competentes. Quando estas sdo transferidas para meios indutores, tornam-se
determinadas, podendo regenerar muitos individuos por meio de processos
fisiol6gicos envolvendo embriogénese e organogénese (ANDRADE, 2002;
PERES, 2002; ROCHA; QUOIRIN, 2004).

Organogénese ¢ uma via de desenvolvimento na qual 6rgdos vegetais
(brotos, raizes) ou ambos sdo induzidos a diferenciag@o a partir de uma ou varias
células. A organogénese pode ser direta ou indireta. Na direta, também chamada
adventicia, o 6rgao vegetal ¢ induzido e desenvolve diretamente de um explante,
isto €, sem passar por uma fase inicial de calo. Na indireta, ha uma fase inicial
de proliferacdo e crescimento de calo seguida por indugdo de brotos ou raizes e
desenvolvimento desses tecidos. Calo ¢ um grupo ou massa de células, com
crescimento desordenado que pode apresentar certo grau de diferenciacdo
(ANDRADE, 2002).

Os calos podem conter células ou grupos de células que possuem centros
ativos de divis@o celular. Em condi¢des adequadas, esses centros sdo induzidos e
se capacitam para produgdo de 6rgdos; em alguns casos, os centros sdo apenas
estimulados. As células que sdo capazes de responder a determinados estimulos
sdo denominadas competentes; nelas podem ocorrer a diferenciagdo celular ¢ a
formacdo de brotos ou raizes. A competéncia é o primeiro passo para a
diferencia¢do celular; o segundo é a indugfo da transformagdo em células
competentes (ROCHA; QUOIRIN, 2004).

A embriogénese somatica ¢ uma via de desenvolvimento na qual a
formagdo de embrides ¢ induzida de células somaticas. Como a organogénese, a
embriogénese somadtica pode ocorrer diretamente de um explante sem o
aparecimento de calos. Entretanto, a via de embriogénese indireta, na qual

embrides somaticos sdo induzidos e desenvolvidos de proliferacdes de calos é
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mais comum. Assim, como ocorre na organogénese, certo periodo de tempo ¢
necessario para desdiferenciar e obter competéncia para a via embriogénica,
iniciada de uma cultura celular (ANDRADE, 2002).

Além disso, a embriogénese somatica pode ser usada para regeneragdo
de plantas em alta escala, principalmente nas plantas com longo periodo juvenil,
elevado porte ¢ com baixa produgdo de sementes por ano, sendo estas
caracteristicas observadas em pau-brasil. Embriogénese somatica pode ser
definida como um processo pelo qual células haploides ou somaticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estagios embriogénicos, dando origem a
uma planta, sem que ocorra fusdo de gametas (PESSOTTI et al., 2007).

A determinagdo dos reguladores de crescimento utilizados no meio de
cultura ¢ o fator mais importante no desenvolvimento de embrides. Os
reguladores de crescimento exercem grande influéncia durante todo processo de
embriogénese somatica, principalmente nas etapas de proliferacdo, manutengao
e diferenciacdo dos calos (PADUA, 2012). As auxinas, principalmente 2,4-D,
estdo envolvidas com a indugdo e a iniciagdo de embrides somaticos, sdo
necessarias para a formagdo de agregados embriogénicos, a partir de células
individuais, expressando a totipoténcia das células competentes (KOMAMINE
etal., 1992).

Para Andrade (2002), outra via de regeneragdo ¢ a micropropagagao
tomando-se como base explantes meristematicos. Essa via tem a vantagem de as
plantas regenerarem diretamente de um tecido organizado sem a necessidade do
estagio de calo. Desse modo, tem-se uma economia de tempo, bem como se
elimina a variagdo somaclonal, que ¢ associada a longos periodos de cultura de
calos.

Na manutengdo e multiplicagdo in vitro de segmentos nodais a escolha

dos meios e cultura e combina¢des de reguladores de crescimento sdo
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fundamentais, visto que é o meio de cultura que supre as necessidades
nutricionais para o crescimento da planta.

Para espécies lenhosas, entre os principais meios de cultura basicos mais
utilizados nas diferentes fases da propagagdo in vitro estdo o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (WOOD PLANT MEDIA) (LLOYD;
MCCOWN, 1980) com reducdo nas concentracdes de sais. Pinto (2012) afirma
que as solugdes de sais que compdem o meio de cultura ndo exercem somente
um efeito puramente nutritivo, mas também influenciam o crescimento celular e
a morfogénese por meio de propriedades osmoticas.

Além dos componentes bésicos utilizados nos meios de cultura, o uso de
reguladores de crescimento propicia modificagdes nos padrdes de
desenvolvimento do explante vegetal. Na multiplicagdo meristematica a
utilizacdo das citocininas, como BAP, ¢ indispensavel a divisdo celular,
superacdo da dominancia apical, indugdo e proliferagdo de gemas axilares e
diferenciag¢do de gemas adventicias (PINTO, 2012). Além das citocininas, o uso
de auxinas ¢ importante na inducdo da divisdo e diferenciacdo celular, pois
atuam na expansdo ¢ alongamento das células, contribuindo também na
formacgao de raizes.

As técnicas de cultura de tecido vegetal constituem-se, portanto, em
ferramentas alternativas importantes que podem ser utilizadas para a produgao
em larga escala e em curto espago de tempo de mudas de espécies arboreas,

como o Mogno.
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3 CONSIDERACGOES GERAIS

Atualmente o Mogno vem se destacando no mercado pela alta
valorizagdo da madeira, sendo seu uso destinado para confec¢des de moveis
finos, instrumentos musicais, embarcagées maritimas entre outros fins.
Entretanto, no aspecto comercial necessita-se de estudos que aperfeigoem a
producdo em larga escala da espécie, devido sua dificuldade de propagagdo e
regeneragao.

Para diversas espécies florestais tém-se obtido resultados que indicam a
possibilidade de producdo, em altas taxas de multiplicagdo e tempo reduzido,
por meio da Cultura de Tecidos Vegetal. A técnica biotecnologica de
propagagdo in Vvitro permite a produgdo em massa de individuos com
caracteristicas genéticas desejaveis e com alto padrdo de sanidade das mudas.

Dentre os métodos que podem ser empregados na micropropagacao,
destacam-se a embriogénese somatica e a multiplicagdo meristematica in vitro.

Apesar de alguns estudos ja realizados e em andamento estarem sendo
feitos e de muitos autores ja terem proposto uso de meios de cultivo com
combinagdes nutricionais e de reguladores de crescimento para clonagem do
Mogno, dificuldades ainda sdo encontradas, uma vez que as condi¢des variam
amplamente entre os gendtipos das plantas e sistemas de cultura. Com o intuito
de produzir mudas de Mogno, comerciais, em larga escala, ¢ consenso que ha
uma necessidade de aperfeicoar metodologias e estudos envolvendo a

micropropagagdo in vitro que maximizem a produgdo de Mogno.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi obter a micropropagacao in vitro de
meristemas de Mogno Africano. Para obtengdo de explantes
meristematicos, sementes de Mogno Africano foram esterilizadas e
germinadas em meio MS. As sementes permaneceram por 30 dias nas
condigdes do tratamento e apds este periodo as plantulas obtidas pela
germinagdo in vitro foram incisadas, e os segmentos nodais utilizados
para multiplicacdo de Mogno. Segmentos nodais jovens selecionados de
plantas cultivadas em casas de vegetacdo também foram usados como
fonte de explantes meristematicos. Estes foram desinfetados e inoculados
em meio MS com alteragdes nas condi¢des nutritivas do meio original,
com presenca ¢ auséncia de reguladores de crescimento (BAP, AIA e
AIB) em diferentes concentragdes. Os segmentos isolados foram
avaliados quanto ao crescimento e sobrevivéncia nos meios utilizados.
Resultados demonstraram que ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos, no entanto os explantes com crescimento médio superior
ocorreu no meio MS com adicdo de BAP e AIA. Para multiplicacao de
meristemas obtidos via sementes, foram testados dois meios, MS ¢ WPM
com auséncia e presenga de BAP em diferentes concentragcdes. Para
promover o alongamento dos meristemas de Mogno, foi utilizado o meio
MS com combinag¢des e variagdoes de BAP, ANA e¢ GA3. Para a
multiplicacdo e alongamento dos meristemas, avaliou-se a altura das
plantulas, vigor e numero de gemas axilares. De acordo com os
parametros avaliados, os melhores indices de multiplicagdo dos
meristemas foram obtidos quando utilizado meio MS com BAP na
concentracao de 0,50 mg.L™". O meio MS com adicao de GA3 foi melhor
em relacdo aos demais tratamentos para o alongamento dos explantes
meristematicos.

Palavras-chave: Meristemas. Sementes. Multiplicagdo. Alongamento.
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1 INTRODUCAO

A madeira Mogno ¢ hoje uma das mais valorizadas no mercado
nacional e internacional, devido as suas qualidades comerciais, como,
coloracdo da madeira, estabilidade dimensional e caracteristicas que
facilitam o acabamento proporcionam diversidade de uso, na confecc¢do
de moveis finos, nos trabalhos arquitetonicos e paredes ornamentais,
botes e barcos, molduras, cofres, esculturas torneadas ou entalhadas e
instrumentos musicais, particularmente piano, entre outras finalidades
(LAMEIRA et al., 2006; COUTO (2002).

A elevada importancia comercial do Mogno e sua vulnerabilidade
ecoldgica tém sido objetivos de intensa polémica sobre como garantir a
conservagdo e o uso sustentavel dessa espécie. Assim, Merkle et al.
(2005), afirmam que a biotecnologia florestal empregada para espécies
arboreas podera aumentar a disponibilidade de madeiras nas areas
manejadas, reduzindo a pressao de degradagdo nas florestas nativas.

As modernas técnicas biotecnologias, em particular a Cultura de
Tecidos tem causado um forte impacto sobre a produgdo de plantas em
larga escala e inumeros protocolos foram estabelecidos visando a
producdo comercial, bem como viabilizacdo, recuperagdo e preservacao
de espécies que se encontram ameacadas de extingdo (SOUZA et al.,
2007).

Segundo Pinto (2012), a técnica estd embutida nos programas de
melhoramento que, na maioria das vezes, objetivam a manuten¢do ou a
maximizagdo do valor genético do clone a ser propagado, permitindo

acelerar os métodos convencionais de propagagdo vegetativa. Ainda na
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concepcao da autora, por meio da Cultura de Tecidos ¢ possivel obter
plantas idénticas geneticamente a planta-mae utilizada como material
vegetal, livre de pragas e doencas, a técnica permitindo a produgdo de
mudas sadias em espaco fisico reduzido, além de ser altamente
conveniente na manutencao de colegdo de plantas de gendtipos diferentes.

Nos ultimos anos, varios trabalhos vém sendo feitos com diversas
espécies arboreas, na tentativa de otimizagdo dos protocolos de
micropropagagdo in vitro. Umas das maneiras de obter material vegetal
de origem para propagacdo de Mogno seria o uso de meristemas de
plantas adultas de Mogno Africano. Mas espécies lenhosas apresentam
dificuldades para o estabelecimento in vitro, principalmente quando
utilizado material vegetal de plantas adultas, pois podem apresentar
infestagdo interna ou externa por microrganismos (COUTO, 2002). Além
disso, ¢ um desafio determinar qual melhor meio e concentracdo de
auxinas que, combinada ou ndao com a citocinina BAP proporciona
melhores resultados na clonagem in vitro de Mogno. Dentre as auxinas
mais usadas nos meios para isolamento e multiplicacdo meristematica de
diversas espécies vegetais, destacam-se ANA, AIB e AIA (Hu et al,,
1983).

Outra maneira de se obter o material vegetal para a multiplicacao
in vitro do Mogno seria o uso de sementes. No entanto, o processo de
germinacao ¢ um mecanismo que depende de fatores, como a segregagao,
viabilidade das sementes e a composicao ideal do meio de cultura
utilizado, devido aos componentes minerais, vitaminas e reguladores de
crescimento vegetal necessarios para germinacdo (RAMAGE et al., 2002;

BEWLEY et al., 1984; GUI-FERREIRA et al., 2004).
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Segundo Junior et al. (2012), durante o cultivo in vitro, as
solugdes de sais e acucares, que compdem os meios de cultura, ndo
exercem efeito puramente nutritivo, mas também influenciam o
crescimento celular e a morfogénese por meio de propriedades osmoticas.
Para eles, em se tratando da germinacdo de sementes in vitro, a
concentracdo de sais no meio de cultura influencia na passagem de agua
durante a fase inicial de embebicao.

Além das necessidades nutricionais para germinagdo das
sementes, cuidados também sdao fundamentais para manutengdo e
multiplicagdo de plantulas de Mogno cultivadas in vitro. Existem alguns
trabalhos que relatam a necessidade de modificagdes na composi¢do do
meio de cultivo ou a utilizagdo de meios alternativos ao meio base MS.

Grattapaglia et al. (1998), afirmam que em espécies lenhosas, o
meio MS ndo se mostra satisfatorio em alguns casos, € que composi¢des
mais diluidas dos sais apresentam melhor desempenho. Pinto (2012)
coloca como exemplos, Maruyama et al. (1997) que utilizaram o meio
WPM na multiplicagdo de meristemas e Valverde-Cerdas et al. (1998),
que usaram o meio MS mas com a concentragdo de sais reduzida a
metade. O meio nutritivo WPM, por exemplo, apresenta 25% das
concentracdes dos ions nitrato ¢ amoénia do meio MS, além de mais
potassio e um alto nivel de ions sulfato, tendo sido amplamente utilizado
para a micropropagacao de espécies lenhosas PASQUAL (2001).

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo comparar meios
de cultura, com diferentes combinagdes de reguladores de crescimento na

multiplicagdo in vitro de explantes de Mogno Africano obtidos por meio
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da germinacdo de sementes e de segmentos nodais obtidos de plantas

jovens cultivadas em casa de vegetacao.
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2 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério Central de
Biologia Molecular (LCBM) localizado na Universidade Federal de
Lavras (UFLA) em Lavras — MG, e no laboratério da empresa privada
BIOCELL, especializada em multiplicagdo in vitro de espécies vegetais,

localizada em Sete Lagoas — MG.

2.1 Material Vegetal

Para realizacdo do trabalho foram utilizados como material vegetal
plantulas obtidas via germinac¢do de sementes de Mogno Africano (Khaya
senegalensis) adquiridas no mercado, e segmentos nodais de
aproximadamente 2 cm de comprimento seccionados de plantas jovens de
Mogno Africano (Khaya senegalensis) cultivadas em casa de vegetagao.

Para a germinagdo asséptica das sementes Mogno foi utilizado
tratamento de esterilizacdo segundo Couto et al. (2004) e Filho et al.
(1998), submetendo-se as sementes com tegumentos a imersao em agua
corrente durante 15 minutos. Dentro de Camera de Fluxo Laminar as
sementes foram imersas em hipoclorito de sédio (NaOCI) comercial 50%
por 20 minutos, em seguida os tegumentos foram retirados, e as sementes
foram imersas sem alcool 70 % (v/v) por 1 minuto. Posteriormente as
sementes foram mergulhadas em hipoclorito de sddio com gotas de
Tween 20 durante 30 minutos, e, por ultimo, ap6s o procedimento de

desinfestacdo, as sementes foram submetidas a um triplo enxagiie com
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agua estéril, antes das suas transferéncias ao meio de cultivo, para a
remocao de residuos das solugdes desinfestantes.

As sementes foram transferidas para frascos contendo 50 mL de
meio de cultura com a parte concava voltada para baixo de acordo com
Couto (2002) em meio de cultivo MS (Murashige e Skoog, 1962). Os
meios foram solidificados com 0,6% de Agar e o pH ajustado pra 5.8
antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Apés a transferéncia das
sementes para os meios, os frascos foram mantidas sob condigdes
controladas de luminosidade em fotoperiodo de 16 horas a temperatura de
26+2°C.

Apods 30 dias da germinagdo in vitro das sementes de Mogno
Africano, os segmentos nodais foram incisados e utilizados como fonte de
explantes.

Para isolamento de segmentos nodais seccionados de plantas
jovens de Mogno Africano cultivadas in vivo foi realizado processo de
esterilizacdo. O material vegetal foi exposto a solugcao de 50% hipoclorito
de sodio comercial, 50% de agua e 5 gotas de detergente a cada 500mL,
por 15 minutos sob agitacdo. Posteriormente, os segmentos nodais foram
colocados por 10 minutos em agua destilada autoclavada sob agitagdo e
apos esse periodo, transferidos para solucdo 75% de agua destilada
autoclavada e 25% de hipoclorito comercial por 10 minutos sob agitagao.
Foram realizados triplices enxagues em agua destilada autoclavada, por

10 minutos em agitagdo, para remocao de residuos desinfetantes.
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2.2 Meios de cultura testados

Os explantes meristematicos esterilizados, obtidos de plantas
cultivadas em casas de vegetacdo, foram inoculados em frascos com
50mL de meio de cultura MS, contendo auséncia e combinagdes de
reguladores de crescimento, BAP (6-benziladenina), AIA (Acido
indolacético) e AIB (Acido indolbutirico) em diferentes concentragdes, de
acordo com a Tabela 1. Os meios foram solidificados com 0,6% de Agar
e o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos.
Os frascos com o material vegetal foram mantidos sob condic¢des
controladas de luminosidade e temperatura. O experimento foi conduzido

em delineamento inteiramente casualizado.



Tabela 1 Meios de cultura utilizados nos tratamentos para avaliar a regeneragdao de meristemas obtidos de
plantas jovens de Mogno Africano cultivadas em casa de vegetagao

Meios de cultura Tratamento Concentracdo BAP Concentracédo AIB Concentracédo AIA
(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
T1 0 0 0
T2 0,50 0 0
MS T3 1,00 0 0
T4 0,50 0,25 0
TS 0,50 0 0,25
MS (1/2 forga) T6 0 0,25 0

144



45

Para obter um melhor meio para multiplicagdo in vitro de Mogno
Africano, os segmentos meristematicos obtidos via germinacdo de
sementes foram inoculados em meios de cultura para multiplicacdo, MS e
WPM (Wood Plant Media, 1980) com auséncia e combinagdes do
regulador de crescimento (BAP) em escalada gradativa de concentragdo
como apresentado na Tabela 2, de acordo adaptagdes de metodologias
utilizadas por Schottz et al. (2007) e Couto (2002). Os meios foram
solidificados com 0,6% de Agar e o pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Os explantes foram mantidos sob
condicdes controladas de luminosidade e temperatura. O experimento foi

conduzido em delineamento inteiramente casualizado.



Tabela 2 Composicao dos meios de cultura utilizados na multiplicagdo de meristemas obtidos de plantulas
oriundas da germinagao in vitro de sementes de Mogno Africano

Meios de cultura Tratamentos Concentragdes BAP (mg.L™)

Tl 0

MS T2 0,25

T3 0,50

T4 1,00
T5 0

WPM T6 0,25

T7 0,50

T8 1,00

9%
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Os explantes vegetais obtidos pela micropropagagdo in vitro de
Mogno Africano foram inoculados no meio de cultura MS para estimular
o alongamento do tecido, contendo a auséncia e combinagdes de
reguladores de crescimento, BAP, GA; (Acido giberélico) e ANA (Acido
naftalenoacético), em diferentes concentragdes como apresentado na
Tabela 3. Os meios de cultivo foram solidificados com 0,6% de Agar e o
pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Os
frascos com os explantes foram mantidos sob condi¢des controladas de
luminosidade e temperatura. O experimento foi conduzido em

delineamento inteiramente casualizado.



Tabela 3 Composi¢ao dos meios de cultura utilizados para alongamento de meristemas de Mogno Africano

Meio de Tratamentos Concentracdes BAP Concentracdes ANA Concentragdes GA3
cultura (mg.L™?) (mg.L™Y) (mg.L™)
T1 0 0 0
T2 0 1,00 0
T3 0 0 20,00
MS T4 0 1,00 20,00
TS 0,50 0 0
T6 0,50 1,00 0
T7 0,50 0 20,00
T8 0,50 1,00 20,00

8y
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2.3 Parametros avaliados

A avaliagdo da altura, e sobrevivéncia dos explantes
meristematicos obtidos de plantas cultivadas em casa de vegetagdo, foi
feita aos 20 dias de cultivo.

Foram realizadas avaliagdes do desenvolvimento dos explantes
meristematicos desenvolvidos nos meios de cultura para multiplicagdo e
alongamento, quanto ao numero de brotos formados e altura em

centimetros. As avaliagdes foram realizadas aos 7, 14 ¢ 21 dias de cultivo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento de meristemas de plantas jovens cultivadas in vivo

Para o isolamento de meristemas incisados de plantas jovens de
Mogno Africano cultivadas em casas de vegetacgao, foi utilizado meio MS
com auséncia e adi¢do de reguladores de crescimento (BAP, AIB e AIA)
em diferentes concentragdes e combinagoes.

Observou-se alta taxa de contaminacdo por microorganismo
endogenos em todos os tratamentos utilizados como mostra a Tabela 4.

Embora tenha sido elevada a porcentagem de contaminagdo, os
explantes restantes foram analisados aos 20 dias de cultivo e os dados
apresentados na Tabela 5 mostram que no tratamento MS com 0,50
mg.L™' de BAP e 0,25 mg.L™' de AIA houve melhor crescimento dos
segmentos inoculados.

Resultados mostraram que a maior sobrevivéncia dos segmentos
inoculados e resistentes as contaminagdes foram nos tratamentos MS e

MS com 0,50 mg.L™! de BAP ¢ 0,25 mg.L™" de AIA.
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Tabela 4 Efeito contaminacdo de explantes meristematicos de Mogno
Africano nos diferentes tratamentos testados

Tratamentos Explantes contaminados (%6)
1 71,42
2 85,71
3 85,71
4 85,71
5 71,42
6 85,71




Tabela 5 Efeito de diferentes concentragdes e combinagdes de BAP, AIB ¢ AIA em meio MS na altura de

explantes meristematicos de Mogno Africano

Tratamentos Altura % Sobrevivéncia
MS 2,16 ¢ 214
MS + 0,50 mg.L™! de BAP 2,50 € 7,15 b
MS + 1,00 mg.L™! de BAP 2,75 b 7,15 b
2,00 °© 7,15 °
MS + 0,50 mg.L™" de BAP + 0,25 mg.L™! de AIB
3,33 28,5"

MS + 0,50 mg.L™! de BAP + 0,25 mg.L™" de AIA

[4S



2,00 7,15

MS % forga + 0,25 mg.L™! de AIB

Meédias seguidas pelas mesmas letras na coluna no diferem estatisticamente entre si pelo teste de comparagdo de médias de Tukey a
5% de probabilidade (p<0,05).

€S
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Diversos estudos indicam o uso de segmentos nodais cotiledonares
como explantes bastante responsivos para clonagem de plantas (JHA et
al., 2004; HUSAIN et al., 2007). No entanto ha serias dificuldades em se
obter a regeneracdo de meristemas devido a necessidade fisiologica de
cada espécie e processo eficiente de esterilizagdo, fato que pode ser
observado no presente trabalho. Esse resultado corrobora com Léon
(2010) quando afirma que a esterilizagdo ¢ uma etapa problematica, pois a
solu¢do desinfetante deve eliminar os microrganismos do tecido vegetal,
sem danificar o mesmo. Ainda segundo Léon (2010), em alguns casos,
sdo utilizadas algumas gotas de detergente, adicionadas as solugdes a base
de cloro para melhorar o contato destas com os tecidos, bem como para
diminuir a oxida¢do do material vegetal.

Além da citocinina BAP usada para estimular a brotacdes em
explantes vegetais, para Quoirin et al. (1977), as auxinas podem ser
necessarias na obtengao de melhores resultados na fase de multiplicagao.
Lundergan et al. (1979) afirmam que as auxinas ajudam a aumentar o
tamanho das brotagdes. Pretendia-se neste trabalho, com a composi¢ao
dos tratamentos utilizados, encontrar o melhor balango auxina/citocinina
para estimular o desenvolvimento dos explantes isolados. Quoirin et al.
(1977) afirmam que, embora nem sempre as auxinas sejam necessarias no
meio de multiplicacdo, elas sdo usadas para estimular o crescimento das
partes aéreas. Dessa maneira foram escolhidas duas auxinas, AIB e AIA,
que segundo Amaral (2006), sdo largamente utilizadas para proliferagao

de gemas axilares de espécies vegetais.
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No entanto, no presente trabalho, a adigdo de auxinas AIB nos
tratamentos ndo promoveu o crescimento de explantes meristematicos
como esperado, apenas quando se utilizou AIA.

Bastos et al. (2007) trabalhando com segmentos internodais de
Hancornia speciosa (mangabeira), proporcionou a formagao in vitro de
maior numero de brotagdes adventicias como também o maior
comprimento médio das brotagdes, quando utilizou a combinagdo de
BAP e AIA adicionada ao meio MS. Moraes et al. (2011) trabalhando
com orquideas obteve brotos laterais em estacas utilizando a auxina AIA.
Albarran et al. (1997) obtiveram o desenvolvimento de gemas axilares

para o Mogno em meio suplementado com BAP e AIA, ambos a 2,0

mg.L™". Assim como Lee et al. (1988) que ao estudarem a

micropropagag¢do de Mogno com utilizacdo de segmentos nodais, em

meio suplementado com BAP de 0,1 a 1 mg.L™" obtiveram a indugdo de

brotagdes multiplas.
Apesar das revisoes de literatura e dos resultados obtidos com esse
trabalho, € notorio que mais estudos na fase de isolamento devem ser

feitos, baseados principalmente no balango auxina/citocinina, visto que,
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para os tipos e concentragdes usados, ndo houve resposta no
desenvolvimento dos explantes. Ao que parece, as concentracdes de
auxina a serem testadas, mesmo na fase de inducao, deverao ser maiores
do que as usadas neste experimento para o sucesso na multiplicagdo do

Mogno.

3.2 Multiplicagdo dos meristemas oriundos de plantulas obtidas por
meio da germinacdo de sementes in vitro

Com o objetivo de avaliar a melhor composicdo de meio de
cultura que viabilizasse a formagao de brotagdes adventicias em explantes
meristematicos de Mogno Africano, analisaram-se os parametros, nimero
de brotos e crescimento dos explantes. Os resultados obtidos para os
diferentes tratamentos utilizando meios MS e WPM com presenca e
auséncia de BAP em diferentes concentragdes, mostraram diferenga
significativa a 5% de probabilidade entre os tratamentos testados,
conforme apresentados na Tabela 6.

Como podem ser observados na Tabela 6 e Figura 1, os
tratamentos com meios MS e WPM sem adi¢do de BAP promoveram
melhor altura apos inoculagdo. Foi possivel notar que quando usado a
citocinina BAP e em concentragdes crescentes, os explantes tenderam a
desenvolver menor altura. Ainda na Figura 1, com referencia no efeito da

multiplicacdo de explantes meristematicos de Mogno, pode ser observado
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que o meio MS com 0,50 mg.L™" de BAP apresentou melhor resultado

quanto ao nimero de brotos formados. Apesar de a imagem demonstrar

uma propor¢cao maior dos explantes desenvolvidos do meio MS com 1

mg.L™' de BAP, estes apresentavam estruturas com menos brotagdes,

semelhantes a calos.

De modo geral, os tratamentos utilizando meios MS se

sobressairam em comparacao aos WPM quanto ao nimero de brotagdes

desenvolvidas. O melhor meio para multiplicagdes nos tratamentos

utilizando meio de cultura WPM foi quando se adicionou 0,25 mg.L™" de

BAP, como pode ser visto na Figura 2.



Tabela 6 Efeito de diferentes concentracdes de BAP em meio de cultura MS ¢ WPM na altura e nimero de
brotos de explantes meristematicos de Mogno Africano aos 21 dias de cultivo

Tratamentos Altura (cm) Numeros de brotos
MS 3,05 5,33 g

2,03 ° 9,55 °
MS + 0,25 mg.L™! de BAP

2,49 142"

MS + 0,50 mg.L™' de BAP

8¢



MS + 1,00 mg.L™" de BAP

WPM

WPM + 0,25 mg.L™' de BAP

WPM + 0,50 mg.L™' de BAP

1,96

2,76

2,11

2,33

10,4

5,33

6,78

6,53

6S



2,22 6,31
WPM + 1,00 mg.L™' de BAP

Meédias seguidas pelas mesmas letras na coluna no diferem estatisticamente entre si pelo teste de comparagdo de médias de Tukey a
5% de probabilidade (p<0,05).
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MS

0,50 mg.L™" de BAP

e _—'

1,00 mg.L" de BAP

19



Figura 1 Desenvolvimento de explantes meristematicos de Mogno Africano aos 21 dias pos inoculagdo, nos

diferentes tratamentos A ¢ E (0 mg.L™" de BAP); Be F (0,25 mg.L™ de BAP); Ce G (0,50 mg.L™

de BAP)e De H (1,00 mg.L™" de BAP)

29
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Figura 2 Caracteristicas dos explantes meristematicos de Mogno Africano aos 21 dias de cultivo A Meio MS

com 0,50 mg.L™" de BAP (melhor resultado para MS); B Meio MS com 0 mg.L™' de BAP (pior

resultado para MS); C Meio WPM com 0,25 mg.L™! de BAP (melhor resultado para WPM); D WPM

com 0 mg.L™! de BAP(pior resultado para WPM)

¥9
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Para expor melhor os resultados obtidos nesse trabalho, a fim de
demonstrar a evolucao dos explantes desenvolvidos nos diferentes meios
de cultura para multiplicacdo, as Figuras 3 e 4 apresentam os valores
obtidos para avaliacdo da altura e numero de brotos dos explantes

meristematicos de Mogno Aftricano aos 7, 14 e 21 de cultivo.



3,5

Altura

M 7 dias
H 14 dias
M 21 dias

Figura3 Altura dos explantes de Mogno Africano, desenvolvidos em diferentes meios de cultura para
multiplicacdo meristematica. Eixo vertical com valores em centimetro (cm)

99



18 7
Numero de Brotos

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

M 7 cias
M 14dias
i 21dias

Figura4 Numero de Brotos dos explantes de Mogno Africano, desenvolvidos em diferentes meios de cultura

para multiplicagdo meristematica
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Segundo Sriskandarajah et al. (1982) as citocininas sdo utilizadas
para quebra da dorméncia apical dos brotos e aumento da taxa de
multiplicacdo. Desse modo, assim como observado no trabalho, a escolha
da citocinina BAP foi relevante para a multiplicag@o in vitro de Mogno,
devido a ocorréncia um grande nimero de brotacdes por meio do
crescimento dos explantes meristematicos.

Dentre as citocininas, o BAP tem sido muito eficaz para promover
a multiplicacdo em diversas espécies e parece ser a citocinina mais
adequada para a multiplicagdo de parte aérea e indugcdo de gemas
adventicias (Grattaplagia & Machado, 1998). Diversos trabalhos
corroboram com esta afirmacdo, como os de Peres-Molphe-Balch &
Ochoa-Alejo (1997) em citros, Almeida et al. (1998) em abacaxizeiro,
Vesco & Guerra (1999) em goiabeira, Schwartz et al. (2000) em maciera,
dentre outros. Além disso, em algumas culturas, as brotagdes obtidas na
fase de multiplicagdo geralmente sdo pequenas € ndo se encontram em
condi¢cdes de ser individualizadas para o enraizamento. Neste caso,
necessita-se de uma fase de alongamento e as giberelinas sdo os
principais reguladores vegetais utilizados com esta finalidade
(Grattaplagia & Machado, 1998).

Junior et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes ao obtidos
no presente trabalho, para crescimento de brotagdes adventicias com uso
do meio de cultura MS com presenca de BAP. No entanto, os autores
discordam dos resultados aqui apresentados quando afirmam que em
espécies lenhosas, o meio MS ndo se mostra satisfatério para
multiplicacdo em alguns casos, pois composi¢cdes mais diluidas em

macronutrientes como o meio WPM apresentam melhor desempenho.
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Mantovani (2001), por exemplo, promoveu maiores taxas de
multiplicacdo (63,3 brotos) com meio WPM em relacdo ao meio de
cultura MS (39,7 brotos) em experimentos feitos com Louro-pardo
(Cordia trichotoma)

Discordando dos trabalhos acima citados, os resultados aqui

obtidos mostraram que os tratamentos utilizando meio MS com

concentracdes de 0,50 e 1,00 mg.L."'de BAP diferiram de forma positiva e

significativamente dos tratamentos com meio WPM para multiplicacdo
in vitro de Mogno, assim como Rocha et al. (2007) quando testaram a
multiplicagdo in vitro da Meliaceac Cabralea canjerana, e observaram
que o meio de cultura MS apresentou melhores resultados (1,77 brotos)
quando comparado ao meio WPM (1,12 brotos). Brondani (2008)
trabalhando com o hibrido entre Eucalyptus benthamii x E. dunnii,
também obteve elevada taxa de brotacdes utilizando o meio de cultura
MS. Assim como Jha et al. (2004), que obtiveram resultados semelhantes
ao presente estudo, estabelecendo um protocolo para a micropropagagao

da leguminosa arboérea Sesbania rostrata, onde a maior formagido de
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brotos ocorreu em meio MS suplementado com 1,00 mg.L™' de

benziladenina (BA), assim como quando utilizamos a citocinina BAP.

3.3 Alongamento dos meristemas oriundos de plantulas obtidas por
meio da germinacao de sementes in vitro

De acordo com a Tabela 7, os resultados do presente trabalho
referentes ao alongamento de meristemas de Mogno Africano mostraram
que foi observado diferencgas significativas quanto as variaveis analisadas
nos diferentes tratamentos utilizando meio de cultura MS com presenca e
auséncia de reguladores de crescimento (ANA, GA; e BAP) em
diferentes concentragoes e combinacoes.

Segundo Péadua (2012) os reguladores de crescimento suprem
possiveis caréncias dos teores enddogenos de hormoénios nos explantes,
promovendo assim o alongamento e multiplicacdo da parte aérea das
plantulas in vitro. As classes de reguladores de crescimento mais citadas
para esta finalidade sdo as giberelinas e auxinas. No entanto, no presente
trabalho, o crescimento das plantulas cultivadas em meio de cultivo
suplementado com giberelinas, auxinas, citocininas combinagdes ou

auséncia dessas ndo apresentaram resultados satisfatorios na maioria dos
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casos. O melhor crescimento foi obtido quando o meio MS foi

suplementado somente com 20,00 mg.L™" de GAs.



Tabela 7 Efeito de diferentes concentragdes de BAP, ANA ¢ GA3 em meio MS no vigor, altura e nimero de
brotos de explantes meristematicos de Mogno Africano

Tratamentos Altura (cm) Numeros de brotos
MS 2,36 " 555 °©
183 ¢ 566 ¢

MS + 1,00 mg. L™ de ANA

3,38° 577 ¢

MS + 20,00 mg.L™! de GA3

L



MS + 1,00 mg.L™! de ANA + 20,00 mg.L™! de GA3

MS + 0,50 mg.L™' de BAP

MS+ 0,50 mg.L™' de BAP + 1,00 mg.L™! de ANA

2,08

2,36

2,19

4,88

7,66

4,77

€L



2,33 5,66

MS + 0,50 mg.L™! de BAP + 20,00 mg.L™! de GA3

MS+ 0,50 mg.L™' de BAP + 1,00 mg.L™' de ANA + 20,00 1,88 6,00

mg.L™! de GA3

Meédias seguidas pelas mesmas letras na coluna no diferem estatisticamente entre si pelo teste de comparagdo de médias de Tukey a
5% de probabilidade (p<0,05).

YL
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Portanto, na tentativa de alongamento de meristemas de Mogno,

os resultados deste trabalho mostraram que o melhor meio de cultura foi o

MS com 20,00 mg.L™" de GA3, como mostra a Figura 5, comparando-se a

caracteristicas dos meristemas alongados nesse meio com o tratamento
controle (MS). Esse fato pode estar relacionado a fungao das giberelinas,
que geralmente promovem o alongamento das células (TORRES et al.,
1998).

Na avaliagdo do parametro nimero de brotos para o experimento
visando o alongamento de meristemas, diferenga significativa foi

observada entre os tratamentos. De acordo com dados apresentados na

Tabela 7, 0 meio MS com 0,50 mg.L™! de BAP, também utilizado como

controle, foi melhor para caracteristica nimero de brotos, assim como
ensaios feitos no presente trabalho para multiplicagdo de explantes
meristematicos de Mogno.

Para expor melhor os resultados obtidos nesse experimento, a fim
de demonstrar a evolucdo dos explantes desenvolvidos nos diferentes

meios de cultura utilizados para alongamento, as Figuras 6 e 7 apresentam
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os valores obtidos para avaliacdo da altura e numero de brotos dos

explantes meristematicos de Mogno Africano aos 7, 14 e 21 de cultivo.



Figura 5 Caracteristicas dos explantes meristematicos de Mogno Africano aos 21 de cultivo A Meio MS com

20,00 mg.L™! de GA3; B Meio MS; C Meio MS com 0,50 mg.L™! de BAP

LL



Altura

T1 T2 13 T4 T5 T6 T7 T8

H 7 dias
M 14 dias

i 21 dias

Figura 6 Altura dos explantes de Mogno Africano, desenvolvidos em diferentes meios de cultura para

alongamento dos meristemas. Eixo vertical com valores em centimetro (cm)
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Numero de Brotos

H 7 dias
H l4dias

M 21dias

Figura 7 Numero de brotos dos explantes de Mogno Africano, desenvolvidos em diferentes meios de cultura

para alongamento dos meristemas

6L



80

Resultados semelhantes ao encontrado no presente trabalho com o
alongamento de meristemas, utilizando GAj, foram encontrados por
Pereira et al. (2006), avaliando o comprimento de brotos de Unha de
Gato, apés 45 dias de cultivo. Os autores observaram o maior
comprimento na presenca de GAs, porém na auséncia deste regulador ndo
houve diferencas estatisticas.

Os resultados obtidos no presente trabalho e dos autores acima
citados corroboram com a ideia de Metrauz (1987) quando afirma a
importancia das giberelinas no alongamento meristematico. Segundo o
autor, uma das formas de estimular o crescimento das brotacdes é por
meio da adicdo do acido giberélico (GA3) ao meio de cultura, o qual
promove o aumento do comprimento das brotagdes, devido ao estimulo
da divisdo e alongamento das células.

Ledo et al. (2001), avaliando o crescimento de plantulas de
acaizeiro in vitro, na presen¢a dos reguladores ANA ¢ BAP que também
foram utilizados nesse trabalho, afim de promover o alongamento de
explantes meristematicos de Mogno, reportaram maior comprimento da
parte aérea em meio de cultivo com a introdu¢do ANA combinado com
BAP. Reis et al. (2008) também avaliaram o comprimento dos brotos de
Melissa officinalis em meio de cultura MS na presenca e auséncia do
regulador de crescimento BAP e concluiram que na auséncia desse
regulador o comprimento dos brotos foi maior, assim como resultados
mostrados na Tabela 7.

Silva (2004) afirma que a fase de alongamento ¢ de fundamental
importancia, pois as brotacdes multiplas que apresentam pequeno

comprimento poderdo apresentar baixo percentual de enraizamento se
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estas forem diretamente cultivadas em meios de enraizamento, ou darem
origem a mudas de baixa qualidade para a fase de aclimatizagdo. Desse
modo, o comportamento observado no desenvolvimento de Mogno
cultivado em meio MS com GAj, sugere que a metodologia apresentada
no presente trabalho pode ser considerada para o alongamento de

segmentos meristematicos.
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4 CONCLUSAO

A adicdo de citocininas e auxinas combinadas ou nao ao meio MS,
nao apresentaram diferencas significativas para regeneracao de segmentos
nodais oriundos de plantas in vivo. No entanto, o maior crescimento dos
explantes, mesmo ndo diferindo estatisticamente dos demais tratamentos
ocorreu quando houve a suplementacao do meio MS com combinagdo de

BAP e AIA

A suplementacdo de 0,50 mg.L™' de BAP ao meio MS foi

essencial para promover taxas significativas para multiplicacdo de
explantes de Mogno.
O fornecimento da giberelina GA3; ao meio MS gerou maior

alongamento das plantulas de Mogno cultivadas in vitro.
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ABSTRACT

Nowadays Brasilian Mahogany’s wood (Swietenia machophylla King.) is
one of the most economically valorized woods, reaching higher market
values than other tree species, being used for many purposes. In
generally, the species has difficulty of natural regeneration and of
reforestation establishment, having as its main plague Hypsipyla
grandella Zellar’s larvae. Genus Khaya Species has great potential in
reforestation because of its tolerance to this plague. The micropropagation
using tissue plant culture techniques is becoming an important and viable
alternative in tree species multiplication, including genus Khaya. The
aim of this work was the production of Mahogany’s somatic embryos
derived from leaf explants of adult greenhouse cultivated plants. African
Mahogany plants selected leaf sections which were cultivated in
greenhouses were disinfected and inoculated in MS environment with
different nutrients and growth regulators concentrations and associations.
Afterwards the material was subjected to subculture process and
enviroment changes, being maintained under controlled temperature
conditions and light absence. To evaluate the embryogenic characteristics
of the obtained masses, selected callus from the different treatments were
observed by light microscopy. The treatment in which embryogenic
characteristics were observed in the cell masses was obtained when it was

used MS mediuns supplemented with casein, malt extract, 4,4 mg.L™" of

2,4-D, 2 mg.L7"of 2-iP and 1 mg.L™" of AIB and moved after 30 days

moved to MS mediuns supplemented with casein, malt extract, 2,2
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mg.L7'of 2,4-D, 2 mg.L7'of 2-iP and 1 mg.L™" of AIB in subculture

process for 7 months.

Keywords: Mahogany.Embryogenesis.Callus.



85

REFERENCIAS

ALBARRAN, J. C.; VIELMA, M.; CONTRERAS, 1. G.; Cultivo in vitro
de Swietenia macrophylla King: estudio de condiciones Optimas para La
regeneracion y transformacion genética. Revista Florestal Venezolana,
v. 41, p.111-118, 1997.

ALMEIDA, W. A. B. de; MATOS, A. P. de; SOUZA, A. de S. Influéncia
da benzilaminopurina (BAP) no desenvolvimento de plantulas do
abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr.) cultivadas in vitro. Magistra,
n. 10, p. 55-63, 1998.

AMARAL, V. F. M. de. Multiplicagdo in vitro de Cedrela fissilis Vell.
2006, 63 p. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Florestal),
Universidade Federal de Santa, Santa Maria, 2006

BASTOS, L. P.; SOUZA, M. J. de.; COSTA, M. J. P. de C.; ROCHA, M.
C. da.; HANSEN, D. de S.; SILVA, S. A. DANTAS, A. C. V. L;
SOUSA, C. da S. Cultivo in vitro de Mangabeira (Hancornia speciosa).
Revista Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, v.5, n. 2, p.1122-1124,
jul. 2007.

BEWLEY, J. D.; BLACK, M. Seeds: physiology of development and
germination. 2ed. Plenum, New York, 1984, 445 p.

BRONDANI, G. E. Miniestaquia e micropropagacdo de Eucalyptus
benthamii Maiden & Cambage x Eucalyptus dunnii Maiden. 2008, 118 p.
Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Florestal) — Setor de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Parana, 2008.



86

COUTO, J. M. F. Germinagdo e Morfogénese in vitro de Mogno
(Swietenia macrophylla King). 2002. 60 p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Florestal). Universidade Federa de Vicosa, Vigosa, 2002.

COUTO, J. M. F.; OTONI, W. C.; PINHEIRO, A. L.; FONSECA, E. de
P. Desinfestagdo ¢ Germinagdo in vitro de sementes de Mogno (Swietenia
macrophylla king). Revista Arvore, Vigosa, v.28, n.005, p.633-642,
2004.

FILHO, A. N. K.; GRACA, M. E. C.; JUNIO, A. G. Micropropagagao do
Mogno: desinfestagdo e germinagdo. Embrapa, n.65, p.2-3, dez. 1998.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. Micropropagacao. In:
TORRES, A. C. et al. (Ed.). Cultura de tecidos e transformagdo genética
de plantas. Brasilia: Embrapa, v.1, p.99-169, 1998.

GUI-FERREIRA, A.; BORGUETTI, F. Germinacdo: do basico ao
aplicado. Artmed, Porto Alegre, 2004. 324 p.

HU, C. Y.; WANG, P. J. Meristem, shoot tip, and bud culture. In:
EVANS, D. A.; SHARP, W. R.; AMMIRATO, P. V_; et al. Handbook of
plant cell culture. New York, p. 177-227, 1983.

HUSAIN, M. K.; ANIS, M.; SHAHZAD, A. In vitro propagation of
Indian Kino (Pterocarpus marsupium Roxb.) using thidiazuron. In vitro
Cellular and Developmental Biology-Plant, n. 43, p. 59-64, 2007.

JHA, A. K.; PRAKASH, S.; JAIN, N.; NANDA, K.; GUPTA, S. C.
Micropropagation of Sesbania rostrata from the cotyledonary node.
Biologia Plantarum, v. 48, n. 2, p. 289-292, 2004.



87

JUNIOR, P. C. P. F. J.; SCHERWINSKI-PEREIRA, J. E. Germinacao e
propagagdo in vitro de cerejeira (Amburana acreana (Ducke) A.C. Smith
- FABACEAE). Ciéncia Florestal, Santa Maria, v.22, n.1, p.1-9,
jan./mar. 2012.

LAMEIRA, O. A.; LOPES, S. da C.; LEAO, N. V. M.; CORDEIRO, 1.
M. C. C.; REIS, L. R. S. Efeito de substratos na germinagdo in vitro de
Mogno (Swietenia macrophylla KING). Plant Cell Cult. Micropropag.,
Lavras, v.2,n.1, p. 15-19, 2006.

LEDO, A. da S.; LAMEIRA, O. A.; BENBADIS, A. K.; MENEZES, 1.
C.de; LEDO, C. A. da S.; OLIVEIRA, M. do S. P. de. Cultura in vitro de
embrides zigoticos de agaizeiro. Revista Brasileira de Fruticultura,
Jaboticabal, v.23, n.3, p. 468-472, dez. 2001.

LEE, S. K.; RAO, A. N. Plantlet production of Swietenia macrophylla
through tissue culture. Garden Bulletin Singapore, v.41, p.11-18, 1988.

Leon, E. A. B. Germinagdo, estabelecimento, regeneragdo e calogénese in
vitro em explantes de acoita-cavalo (Luehea divaricata Mart. & Zucc.)
2010, 59 p. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Florestal),
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria. 2010.

LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially-feasible micropropagation of
mountain laurel, Kalmia latifolia, by use of shoot-tip culture. Combined
Proceedings International Plant Propagators Society, v.30, p.421-427,
1980.

LUNDERGAN, C., JANICK, J. Low temperature storage of in vitro
apple shoots. HortScience, Alexandria, v.14, p.514, 1979.



88

MANTOVANI, N. C.; FRANCO, E. T. H; VESTENA, S. Regenerac¢ao in
vitro de louro-pardo (Cordia trichotoma (Vellozo) Arrabida ex Steudel).
Ciéncia Florestal, Santa Maria, v.11, n.2, p.93-101, 2001.

MARUYAMA, E.; ISHII, K. Tissue culture studies on big-leaf mahogany
Swietenia macrophylla. In: INTERNACIONAL WORKSHOP BIO-
REFOR, 1997, Brisbane. Proceeding IUFRO/SPDC, p.116-118, 1997.

MERKLE, S. A.; NAIRN, J. Hardwood tree biotechnology. In vitro
Cellular and Development Biology-Plant, v.41, p.602-619, 2005.

METRAUX, J. P. Gibberellins and plant cell elongation. In: DAVIES, P.
J. (Ed). Plant hormones and their role in plant growth and
development. Dordrecht: Martinus Nijhoff Publishers, p. 296-317, 1987.

MORAES, C. P.; SOUZA-LEAL, T.; PEDRO, N. P.; MARTINE, G. de
A.; MORO, A. M. AIA no estimulo de brotos laterais em estacas de
Dendrobrium nobile Lindley (Orchidaceac). Ensaios e Ciéncia —
Ciéncias Biologicas, Agrérias e da Saude, v.15,n.2, p.111-119, 2011.

MURASHIGE, T. & SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and
biossays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum,
Copenhagen, v.15, p.473-497, 1962.

PADUA, M. S. Germinacdo in vitro, indugdo e Caracterizacdo de massas
pro-embriogénicas dedendezeiro (Elais guineensis Jacq.). 2012, 120 p.
Dissertacio (Mestrado em Biotecnologia Vegetal), Universidade Federal
de Lavras, Lavras, 2012.

PASQUAL, M. Textos académicos: meios de cultura. FAEPE/UFLA,
Lavras, 2001, 127 p.



&9

PEREIRA, J. E. S.; MACIEL, T. M. S.; COSTA, F. H. da S.; PEREIRA,
M. A. A. Germinagdo in vitro de embrides zigéticos de murmuru
(Astrocaryum ulei). Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 30, n. 2, p.
251-256, mar./abr. 2006.

PERES-MOLPHE-BALCH, E.; OCHOA-ALEJO, N. In vitro plant
regeneration of Mexican lime and Mandarim by direct organogenesis.
HortScience, Alexandria, v. 32, n. 5, p. 931-934, 1997.

PINTO, F. Calogénese e indugdo de gemas axilares em Mogno (Swietenia
macrophylla King). 2012, 88 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia),
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2012.

QUOIRIN, M. LEPOIVRE, P. Etude de milieux adaptés aux cultures in
vitro de Prunus sp. Acta Horticulturae, v.78, p.437-442, 1977.

RAMAGE, C. M.; WILLIAMS, R. R. Mineral nutrition and plant
morphogenesis. In Vitro Cellular and Developmental Biology- Plant,
v.38, p.116-124, 2002.

REIS, E. S.; PINTO, J. E. B. P.; ROSADO, L. D. S.; CORREA, R. M.
Influéncia do meio de cultura na germinag¢do de sementes in Vitro e taxa
de multiplicagdo de Melissa officinalis L. Revista Ceres, Vigosa, v.55,
n.3, p. 160-167, mai./jun. 2008.

ROCHA, S. C.; QUOIRIN, M.; RIBAS, L. L. F,; KOEHLER, H. S.
Micropropagagao de Cabralea canjerana. Revista Arvore, v.31, p.43-50,
2007.



90

SCHOTTZ, E. de S.; FILHO, A. N. K.; TRACZ, A. L.; KOEHLER, H.;
RIBAS, L. L. F.; QUOIRINS, M. Multiplicagdo in vitro de Swietenia
macrophylla KING (Meliaceae) a partir de material juvenil. Ciéncia
Florestal, Santa Maria, v.17, n.2, p.109-117, abr./jun. 2007.

SCHWARTZ, E.; RONCATTO, G.; FORTES, R. de L. Multiplicacao in
vitro do porta-enxerto de macieira cv. Marabukaido utilizando 6-
benzilaminopurina e 4acido naftalenoacético. Revista Brasileira de
Fruticultura, Cruz das Almas, v. 22, n. 1, p. 77-79, 2000.

SILVA, E. S. B. Propagacao in vitro de Prunus spp. 2004, 115p. Tese
(Doutorado em Fruticultura de clima Temperado), Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Pelotas, 2004.

SOUZA, A. V.; PEREIRA, A. M. S. Enraizamento de plantas cultivadas
in vitro. Revista Brasileira de plantas Medicinais, v.9, p.103-117, 2007.

SRISKANDARAJAH, S.; MULLINS, M. G.; NAIR, Y. Induction of
adventitions rooting in vitro in difficult to propagate cultivars of apple.
Plant Science Letters, Limerick, v. 24, p. 1-9, 1982.

TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Cultura de tecidos e
transformacgdo genética de plantas. Embrapa-SPl; Embrapa-CNPH,
Brasilia, v.1, p.87-132, 1998.

VALVERDE-CERDAS, L.; DUFOUR, M.; VILLALOBOS,V. In vitro
organogenesis in Albizia guachapele, Cedrella odorata and Swietenia
macrophylla (Fabaceae, Meliaceae). Revista de Biologia Tropical, v.42,
p.225-228, 1998.



91

VESCO, L. D.; GUERRA, M. P. Organogénese e micropropaga¢ao da
goiabeira serrana (Feijoa sellowiana Berg) — Lirio. Revista Brasileira de
Fruticultura, Cruz das Almas, v. 21, n. 1, p. 60-64, 1999.



92

ARTIGO 2  Inducdo de massas pro-embriogénicas de mogno via

embriogénese somatica

EMANUELLE TAIS DA SILVA SOUZA?

ARTIGO normalizado de acordo com a NBR 6022 (ABNT, 2003)

? Email : manutsouza@yahoo.com.br.



93

RESUMO

A madeira do Mogno Brasileiro (Swietenia machophylla King.) é hoje
uma das mais valorizadas economicamente, alcangando valores de
mercado superiores a outras espécies arboreas, sendo utilizada para
diversos fins. De modo geral, a espécie possui dificuldade de regeneragao
natural e de estabelecimento em reflorestamentos, tendo como principal
praga larvas de Hypsipyla grandella Zellar. As espécies do género Khaya
apresentam grande potencial no reflorestamento devido a tolerancia a esta
praga. A micropropagacdo utilizando técnicas de cultura de tecidos
vegetal esta se tornando uma alternativa viavel e importante na
multiplicacdo de espécies arboreas, incluindo o género Khaya. O objetivo
do presente trabalho foi a producdo de embrides somaticos de Mogno
obtidos por meio de explantes foliares de plantas jovens cultivadas em
casa de vegetacdo. Segmentos foliares seccionados de plantas de Mogno
Africano foram desinfetados e inoculados em meios MS com diferentes
concentracdes ¢ combinacdes de nutrientes e reguladores de crescimento.
Posteriormente o material foi submetido a processos de subcultivos e
trocas de meios, sendo mantidos sob condi¢des controladas de
temperatura sob auséncia de luz. Objetivando verificar as caracteristicas
das massas obtidas, calos selecionados dos diferentes tratamentos foram
avaliados por microscopia fotonica. O tratamento em que caracteristicas
embriogénicas foram observadas nas massas celulares, foi obtido quando
utilizado para inoculacdo do material o meio MS suplementado com

caseina, extrato de malte, 4,4 mg.L™" de 2,4-D, 2 mg.L™" de 2-iP e 1

mg.L™' de AIB e depois de 30 dias transferidos para meio MS
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suplementado com caseina, extrato de malte, 2,2 mg.L™" de 2,4-D, 2

mg.L™! de 2-iP e 1 mg.L™' de AIB em processos de subcultivos por 7

mescEs.

Palavras chave: Mogno. Embriogénese. Calos.
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1 INTRODUCAO

A falta de politicas adequadas, de conhecimentos técnicos e de
consciéncia ecologica, estdo levando a exploragdo econOmica
desordenada das florestas com consequente diminui¢do da biodiversidade
e perdas de recursos genéticos de varias espécies arboreas de interesse
comercial, como o Mogno.

O Mogno ¢ uma das espécies mais importantes no mercado
madeireiro, pelo seu alto valor economico, devido caracteristicas da sua
madeira, como, a coloragdo e propriedades que facilitam seu acabamento
e uso na confec¢gdo de modveis finos, trabalhos arquitetonicos,
instrumentos musicais, entre outras utilidades de luxo (COUTO, 2002).

Devido a importancia econdmica e comercial do Mogno e a
necessidade de manejo sustentavel da espécie, a Cultura de Tecidos tem
sido considerada uma das técnicas biotecnoldgicas mais importantes para
a propagag¢do, e nas ultimas décadas vem sendo utilizada com sucesso em
plantas arboreas (PINTO, 2012). Na visdo de Pieruzzi (2009) a técnica
pode auxiliar nos processos de conservagao e reintroducdo de espécies
ameagadas de extingdo em seu ambiente natural. Dessa maneira a
clonagem de espécies vegetais tem sido indicada como estratégia de
conservagdo ¢ reflorestamentos além de contribuir com programas de
melhoramento genético e desenvolvimento de técnicas de controle
silvicultural (PINTO, 2012).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a embriogénese somatica
vem sendo utilizada com bastante sucesso em programas de

melhoramento genético e conservagdo de germoplasma de espécies



96

arboreas (PIERUZZI, 2009), podendo contribuir significativamente para a
propagagdo in vitro do Mogno

A técnica de embriogénese somatica € explicada pela totipoténcia,
ou seja, todas as células do corpo da planta, células vivas e normais,
teoricamente, possuem a capacidade de regenerar em um organismo
inteiro, por meio de formagdo de um novo 6rgdo ou embrides somaticos
(SCHERES et al., 1999; LAUX et al., 1997; TAMBARUSSI, 2009). O
processo de aquisi¢ao de competéncia, desdiferenciagdo e rediferenciagao
¢ essencialmente regulado por substancias de crescimento vegetal,
exemplo, auxinas e citocininas, que produzem altera¢cdes na polaridade
celular e promovem divisdes celulares (TAMBARUSSI, 2009;
CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2009).

Segundo Laux et al. (2004) para o desenvolvimento da
embriogénese, utilizam explantes vegetais que podem ser meristemas,
cotilédones, hipocotilos, raizes, entre outros. Na regeneracdo de plantas
lenhosas via calogénese, os explantes mais utilizados sdo as folhas e
entrends de plantas que se desenvolveram in vitro (PINTO, 2012).

Apesar de grandes avangos das técnicas de cultura de tecidos, o
estabelecimento de protocolos que estimulem a embriogénese em plantas
lenhosas ¢ muito limitado, fato que se deve a recalcitrancia da maioria
dessas espécies, como por exemplo, o Mogno. Em algumas espécies
lenhosas, a embriogénese somatica tem permitido a obtengdo de calos
embriogénicos e consequentemente a produgdao de plantas em grande

escala (PINTO, 2012).
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O objetivo do presente trabalho foi obter um protocolo eficiente de
embriogénese somatica in vitro a partir de explantes foliares de Mogno

Africano.
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2 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério Central de
Biologia Molecular (LCBM) localizado na Universidade Federal de
Lavras (UFLA) em Lavras — MG.

2.1 Material vegetal

Para a realizagdo do trabalho foram utilizados explantes foliares
de plantas jovens de Mogno Africano (Khaya senegalensis) as quais
foram cultivadas em casas de vegetagao sob condigdes controladas.

Foram escolhidos foliolos jovens, porém rigidos para que o tecido
nao fosse afetado durante o processo de esterilizacdo. Assim, foram
utilizados tratamentos de assepsia superficial de acordo com Teixeira et
al. (2004) e adaptacdes, submetendo-se os foliolos a imersdo em agua
corrente por 15 minutos. No fluxo laminar, sob agita¢do, os foliolos
foram imersos em etanol a 70% (v/v), por 1 minuto, submersio em
hipoclorito de sodio (NaOCl) comercial 50% por 20 minutos, e, por
ultimo, os foliolos foram submetidas a um triplo enxéagiie com agua estéril
para a remogao de residuos das solu¢des desinfestantes como segue o
protocolo referencial.

Antes da transferéncia dos explantes para os meios de cultivo
foram realizados cortes na superficie abaxial dos foliolos. Segmentos
quadriculares de aproximadamente 1 cm foram excisados e inoculados
em placas de petri contendo 30 mL de meio de cultura, sendo que a parte

abaxial dos explantes ficaram em contato com o meio de cultura.
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2.2 Meios de cultura testados

O material vegetal desinfetado foi preparado e inoculado em meio
de cultura MS com variagdes nutricionais e de reguladores de crescimento
para inducdo de calos. O meio base foi MS acrescido ou nao de diferentes
combinag¢des de BAP, ANA, 2,4-D (Acido 2,4-diclorefenoxiacético), 2-ip
(Isopenteniladenina) e AIB, além de concentragdes ou ndo de caseina e
extrato de malte. A Tabela 1 descreve os diferentes experimentos com os
tratamentos e subcultivos.

Os meios foram solidificados com 0,6% de Agar e o pH foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos. O
experimento foi mantido sob condi¢gdes controladas a temperatura de 25+
2°C, sob auséncia de luz em processo de subcultivos a cada 30 dias.
Mensalmente avaliou-se de forma visual a contaminagdo (fingica e
bacteriana), existéncia ou nao de massas embriogénicas, coloracdo e
consisténcia dos calos (friavel ou compacto). Os calos obtidos a partir da
inducdo de embriogénese somadtica foram analisados por microscopia

fotdnica.
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Tabela 1 Numero de subcultivos e meios de cultura MS testados visando
a produgdo de calos embriogénicos em explantes foliares de
Mogno Africano

Meio Basico Numero de Reguladores vegetais Nutrientes
Subcultivos
—1 -1
MS -01 2 BAP 0,5 mg.L™!, ANA 0,5 mg.L

2,2 mg.L7! de 2,4-D, 2 mg.L™!

Caseina, Extrato

de Malte
de 2-iPe 1 mg.L™! de AIB
MS-02 3 -
5 2 mg.L7!' 2,4-D, 3 mg.L™' BAP
2 -
MS-03 5mg.L™'2,4-D
1 -
5 2mg.L™"2,4-D,3 mg.L™' BAP
2

MS-04 10 mg.L™* 2,4-D



MS-05

MS-06

MS-07

MS-08

2mgL™' 2,4-D, 3 mg.L"' BAP

20 mg. L' 2,4-D

2mgL™" 2,4-D, 3 mg.L' BAP

50 mg.L™' 2,4-D

2mgL™' 2,4-D, 3 mg.L"' BAP

100 mg.L™" 2,4-D

2mg.L7'2,4-D,3 mg.L!' BAP

4,4 mg.L™" de 2,4-D, 2 mg.L™!

101

Caseina, Extrato
de Malte
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de 2-iP e 1 mg.L™! de AIB

2,2 mg.L™" de 2,4-D, 2 mg.L™!

Caseina, Extrato
de Malte

de 2-iPe 1 mg.L™! de AIB

2.3 Avaliagédo da anatomia dos calos

As massas calogénicas desenvolvidas nos diferentes experimentos
foram analisadas visualmente, e aquelas que apresentavam caracteristicas
com potencial embriogénico foram escolhidas para avaliagdo anatomica.
Os calos entdo selecionados com caracteristicas pro-embriogénicas, dos
experimentos MS-01, MS-04 e MS-08, foram analisados por microscopia
fotonica, seguindo o procedimento descrito abaixo para verificar as
caracteristicas embriogénicas de suas células.

As massas celulares foram fixadas em FAA 50% (solugdo de
formaldeido, acido acético glacial e alcool etilico) por trés dias e entdo
foram conservadas em alcool 70% até o momento da desidratagdo. A
desidratacdo foi realizada em série etilica (70%, 80%, 90% e 100%) por 1
hora em cada e na de 100% duas vezes de 1 hora, posteriormente
deixadas over night em quantidades iguais de resina com alcool 100%.

Ap0s foi infiltrada em resina pura durante 24h.
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Posteriormente os calos foram emblocados em historesina Leica
de acordo com o protocolo do fabricante, e em seguida feitos cortes com
espessura de Spm em micrétomo rotativo, corados com azul de toluidina

na concentragao de 0,1% e visualizados em microscopio optico Leica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora os explantes utilizados no estudo tenham sido submetidos
tratamentos distintos, quase todos apresentaram desenvolvimento de
estruturas calogénicas semelhantes na fase inicial, com exce¢do do
experimento MS-02. A formagdo de massas celulares foi percebida nas
extremidades do tecido vegetal com apenas 2 semanas de tratamento, o
que, a principio, foi satisfatorio para a primeira fase da pesquisa.
Segundo Quiriz-Figueroa et al. (2002) esta proliferacdo calogénica nos
bordos dos explantes ocorre nas células do cambio vascular, ¢ o que leva
a formacao do calo primario.

Além do bom resultado referente ao tempo do desenvolvimento de
calos, destaca-se que ndo houve significativas perdas do material vegetal
por contaminagdo, o que pode ser atribuido a eficiéncia do processo de
esteriliza¢ao descrito por Teixeira et al. (2004) e modificagdes utilizadas

nesse trabalho.
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A exemplo do ocorrido na fase inicial, em todas as etapas de
subcultivos dos tratamentos, as caracteristicas das massas celulares
permaneceram bem semelhantes, isto €, apresentaram mesmo nivel de
crescimento. Como pode ser visto na Figura 1, houve formagao de massas
com colora¢do gradativa em nuangas bege, com aspectos translucidos e

desuniformes.



Figura 1 Massas foliares produzidas em explantes foliares de Mogno Africano. Imagens experimento MS-08.
A Inicio da formacdo de calosidades nos bordos dos explantes foliares, B Desenvolvimento das
calosidades e C Estruturas calogénicas obtidas ao longo dos subcultivos

SOl
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Nos experimentos MS-02, MS-03, MS-04, MS-05, MS-06 e MS-
07, utilizou-se concentragdes gradativas de 2,4-D nos primeiros
subcultivos, afim de obter uma comparacdo entre os tratamentos
utilizados para indugdo de massas embriogénicas. No experimento MS-
02 em que o meio de cultura ndo possuia regulador ocorreu inibi¢ao na
formacao de calos. O processo de utilizagdo de auxinas, no caso 2,4-D,
deveu-se ao fato de serem consideradas substincias responsaveis pelo
desencadeamento dos processos de desdiferenciagdo e rediferenciagao,
alterando e conferindo novas competéncias as células responsivas
presentes nos explantes (PADUA, 2012). Portanto, nos meios
suplementados com 2,4-D, verificou-se a formagdo de calos em todas

concentragdes, sendo mais frequente nas concentragdes de 5, 10 e 20

mg.L™". Foi escolhido a concentragao média de 10 mg.L™! para avaliagdo

dos calos por microscopia, pela intensa formagao de massas calogénicas e
indicios visuais de areas pro-embriogénicas.

Resultado semelhantes aos obtidos neste trabalho foram
alcancados por Werner et al. (2007) com explantes foliares de pau-brasil
(Caesalpinia echinata) ¢ Matsumoto et al. (1991) em explantes foliares
de mandioca (Manihot esculenta) tendo conseguido a indugdo de
embrides somaticos. Devido a este aspecto, concluimos que segmentos

foliares de Mogno Africano foram induzidos a calogénese com resultados
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favoraveis na formagdo de massas especialmente quando se utilizou 10

mg.L7" de 2,4-D.

Independente do fato dos experimentos apresentarem visualmente
caracteristicas de calos com capacidade de formacdo de embrides, por
meio da microscopia fotonica constatou-se que apenas o MS-08 reunia
condigdes favordveis, haja vista que os demais apresentavam células
irregulares, redondas, grandes e espago intercelular como mostra a Figura

2.



Figura2 A Células dos calos do experimento MS-01 com caracteristicas ndo embriogénicas, ou seja, células
irregulares, redondas, grandes e espaco intercelular, B Células dos calos do experimento MS-04 com
caracteristicas nao embriogénicas, ou seja, cé€lulas irregulares, redondas, grandes e espago
intercelular, C Células dos calos do experimento MS-08 com caracteristicas embriogénicas, isto €,
c¢lulas pequenas e isodiamétricas, densamente coradas, nucleos grandes, vactolos pequenos e
divisdo celular com formagédo de aglomerados (SETAS)

801
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Foi possivel observar no experimento MS-08 células pequenas,
citoplasma denso, vactolos pequenos, nucleos grandes com nucléolo
aumentado, vactolos pequenos e divisdo celular com formagdo de
aglomerados, ou seja, caracteristcas ideias para desenvolvimento
embriogénico.

O éxito obtido com MS-08 deveu-se a eficiéncia do protocolo em
que os reguladores de crescimento 2,4-D, 2iP e AIB adicionados ao meio
MS, juntamente com caseina e extrato de malte mostraram-se eficientes
na inducdo de massas celulares com potencial embriogénico em explantes
foliares de Mogno Africano, assim como o protocolo publicado por
Teixeira et al. (2004), utilizado para a cultura Coffea ardbica L. No

trabalho citado, os segmentos de folha foram cultivados inicialmente no

meio MS contendo 4,4 mg.L™" de 2,4-D entre outros componentes e, apos

um més, transferidos para o meio MS com redu¢do na concentragao de

2,4-D, sendo portanto 2,2 mg.L™! de 2,4-D entre demais componentes,

assim como neste trabalho.

Segundo Pessotti et al. (2007), a expressdo da embriogénese

somatica pode ser desencadeada por diferentes fatores, dependendo da
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espécie, cultivar e condicdes fisiologicas da planta doadora. Porém, o
procedimento mais comum ¢ a exclusdo ou diminui¢ao da concentragdo
de auxina (principalmente 2,4-D) no meio de cultura utilizado para
inducdo das culturas embriogénicas.

Como pode ser observado pela descrigdo ja feita, a redugdo na

concentragdo de 2,4-D de 4,4 mg.L™' para 2,2 mg.L™" pode ter sido

essencial para se obter um aumento substancial da frequéncia de
formagdo de setores embriogénicos. O resultado obtido com a execugao
do presente trabalho foi satisfatorio, que como relatado por Teixeira et al.
(2004) a embriogénese somatica, apresenta um potencial muito grande de
poder ser utilizada para producao de mudas em larga escala.

Além da utilizag¢ao de 2,4-D no meio de cultura MS-08 visando a
producdo de calos embriogénese, o uso de nutrientes também pode ter
sido fundamental para obtengdo de massas pro-embriogénicas. Vieira et
al. (2007), afirmam que o nitrogénio possui grande importancia para a
maioria das espécies cultivadas in vitro, por estar envolvido nos processos
fisiologicos e bioquimicos associados ao controle de crescimento,
diferenciacdo e morfogénese, sendo a caseina e o extrato de malte umas
das principais fontes de suplementagcdo do nitrogénio. BARTOS (2012)
corrobora com a ideia, afirmando que o extrato de malte e caseina sdo
misturas complexas, pois sdo formas organicas de nitrogénio que

estimulam o crescimento de muitas espécies quando cultivadas in vitro.
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Segundo a autora, estas misturas fornecem um conjunto de aminoacidos
responsaveis por estimular o crescimento de muitas espécies in vitro,
podendo ser observado um estimulo do crescimento e do
desenvolvimento. Portanto, BARTOS (2012) conclui que a caseina e o
extrato de malte influenciam positivamente na formagdo de calos
embriogénicos, ou seja, a associacdo desses dois componentes no meio
nutritivo proporciona a maior percentagem de formagdo de calo

embriogénico.

4 CONCLUSAO

Apenas calos do experimento MS-08 apresentaram caracteristicas
embriogénicas, isto €, células pequenas e isodiamétricas, densamente
coradas, nucleos grandes e vacuolos pequenos. Divisdes celulares com
formacao de aglomerados também foram observadas.

Assim, calos provenientes do meio MS-08 apresentaram maior
potencial embriogénico para uma possivel regeneracdo de plantas de

Mogno Africano in vitro.
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ABSTRACT

Nowadays Brasilian Mahogany’s wood (Swietenia machophylla King.) is
one of the most economically valorized woods, reaching higher market
values than other tree species, being used for many purposes. In
generally, the species has difficulty of natural regeneration and of
reforestation establishment, having as its main plague Hypsipyla
grandella Zellar’s larvae. Genus Khaya Species has great potential in
reforestation because of its tolerance to this plague. The micropropagation
using tissue plant culture techniques is becoming an important and viable
alternative in tree species multiplication, including genus Khaya. The
aim of this work was the production of Mahogany’s somatic embryos
derived from leaf explants of adult greenhouse cultivated plants. African
Mahogany plants selected leaf sections which were cultivated in
greenhouses were disinfected and inoculated in MS environment with
different nutrients and growth regulators concentrations and associations.
Afterwards the material was subjected to subculture process and
enviroment changes, being maintained under controlled temperature
conditions and light absence. To evaluate the embryogenic characteristics
of the obtained masses, selected callus from the different treatments were
observed by light microscopy. The treatment in which embryogenic
characteristics were observed in the cell masses was obtained when it was

used MS mediuns supplemented with casein, malt extract, 4,4 mg.L™" of

2,4-D, 2 mg.L7"of 2-iP and 1 mg.L™" of AIB and moved after 30 days

moved to MS mediuns supplemented with casein, malt extract, 2,2
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mg.L7'of 2,4-D, 2 mg.L7'of 2-iP and 1 mg.L™" of AIB in subculture

process for 7 months.

Keywords: Mahogany.Embryogenesis.Callus.
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