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Efeito de Reguladores de
Crescimento na Inducao de
Brotacoes /n Vitro de
Mogno

Osmar Alves Lameira’
Iracema Maria Castro Coimbra Cordeiro 2
Alane Andreza S. de Meneses?®

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo comparar concentracdes de reguladores de
crescimento na inducdo de brotacdes em explantes de mogno (Swietenia
macrophylla King). Como explantes foram utilizados segmentos caulinar apical e
nodal com aproximadamente 20 mm de comprimento, retirados de plantulas germi-
nadas in vitro. O meio utilizado foi MS, contendo 3% de sacarose e 0,7 % de &gar,
suplementado com 0,0; 0,01; 0,5 e 1,0 mg.L" de ANA e 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 mg.L"
de BAP. O meio de cultura foi mantido em sala de crescimento sob condi¢cdes de
25 + 1 °C em fotoperiodo de 16 horas de luz proveniente de tubos fluorescentes
com irradidncia de 52 mmol.m2.s'. O tratamento contendo 1,0mg.L"" de BAP +
0,01mg.L" de ANA e o segmento nodal como explante foram os mais eficientes
para a inducao de brotacdes in vitro.

Termos para indexacao: Swietenia macrophylla, cultura de tecidos, segmento
caulinar.

'Eng. Agron., D. Sc., Pesquisador da Embrapa Amazonia Oriental, Trav. Dr. Enéas Pinheiro, s/n, Caixa
Postal, 48, CEP: 66095-100, Belém, PA, E-mail:

2Eng. Ftal., doutoranda Universidade Federal Rural da Amazénia.

3Graduanda do Curso de Eng. Ftal. da UFRA.



Effect of Growth
Regulators on Shoots
Induction In Vitro of
Mahogany

Abstract

The present work aimed to compare concentrations of growth regulators for shoots
induction in explants of mahogany (Swietenia macrophylla King). As explants
were used apical and nodal segments with approximately 20 mm length, obtained
from plantlets germinated in vitro. The medium used was MS with 3% of sucrose
and 0,7% agar supplemented with 0,0; 0,01; 0,5 and 1,0 mg.L" of NAA and
1,0; 2,0; 3,0; and 4,0 mg.L" of BAP. The cultures were maintained at 25 + 1 °C,
with 16-hour photoperiod and irradiance of 52 mmol.m?2.s™' provided by cool
white fluorescent lamp. The treatment containing 1,0mg.L" of BAP + 0,01mg.L"
of NAA and with explants nodal segments were more efficient for shoots induction
in vitro.

Index terms: Swietenia macrophylla, tissue culture, caulinar segment.
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Introducéao

As dificuldades de regeneracao natural e a forte pressdo de exploracdo que vem
sofrendo o mogno (Swietenia macrophylla King), nas areas de sua ocorréncia
natural, tém levado a estudos de novas alternativas para sua propagacao.

A propagacdo do mogno por meio de sementes esbarra em problemas como
dificuldade de coleta, principalmente, pelo elevado porte arbéreo e pelo fato das
sementes perderem sua viabilidade em curto espaco de tempo. A micropropagacao
do mogno pode ser uma alternativa que auxilia a preservacédo e a producao de
material genético de alta qualidade (Lameira et al. 2005).

Pelas dificuldades de descontaminacéo de explantes, provenientes de campo, tem-
se preferido a utilizacdo de explantes oriundos de sementes germinadas em condi-
coes assépticas visando a determinacdo de protocolos de micropropagacéao (Pinto
et al. 1994; Campos & Pais, 1996; Coelho, 1999; Del Ponte, 1999).

As auxinas e citocininas sdo os mais importantes reguladores de crescimento para
a inducao de morfogénese em tecidos e 6rgaos de plantas (George & Sherrington,
1984). Estes dois reguladores, segundo esses autores, sdo regulados pelas suas
interacdes, visto que concentracdes relativamente altas de auxinas favorecem a
iniciacao radicular, enquanto reprimem a formacao de gemas. A acédo inversa, ou
seja, altas doses de citocininas induzem a iniciacdo de gemas e suprimem o
enraizamento (George & Sherrington, 1984).

A citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) é a mais utilizada, induzindo a formacéao de
grande numero de brotos e alta taxa de multiplicacdo em trabalhos de
micropropagacao (George, 1994). No entanto, o 4cido naftaleno acético (ANA) e o
acido indolbutirico (AlIB) sao as auxinas comumente utilizadas no meio de multipli-
cacao de muitas espécies (Leite, 1992; Huang et al. 1994; Campos & Pais,
1996).

O presente trabalho teve como objetivo comparar concentracdes de BAP e ANA,
em diferentes tipos de explantes na inducdo de brotacdes /in vitro de mogno.
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Material e Métodos

As atividades foram realizadas no Laboratério de Recursos Genéticos e
Biotecnologia da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, utilizando explantes de
plantulas assépticas cultivadas in vitro, conforme metodologia de Lameira et al.
(2005).

O meio de cultura bésico utilizado foi MS (Murashige & Skoog, 1962) com 3% de
sacarose e solidificado com 0,7% de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem, por 15 minutos, a temperatura de 121°C. Os fatores
utilizados foram tipos de explante (apical e nodal) e os reguladores de crescimento
ANA nas concentragoes de 0,0; 0,01; 0,5 e 1,0 mgL' e BAP nas concentracGes
de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mgL'. Em cédmara de fluxo laminar, previamente
esterelizada com alcool a 70%, os explantes com 20 mm de comprimento foram
inoculadas em tubos de ensaio (100x20 mm) contendo 15 ml de meio, e o
segmento nodal por causa do seu tamanho continha de uma a duas gemas. Apés
a inoculacao, os explantes foram mantidos em sala de crescimento sob condicdes
de 25 + 1 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz branco fria e intensidade luminosa
de 52 mmol.m?2.s™" de irradiancia.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial, envolvendo dois tipos de explantes e quatro concentracdes de BAP e ANA
com quatro repeticdes, sendo cada unidade experimental constituida de cinco
tubos de ensaio contendo um explante em cada. As varidveis analisadas foram
numero e comprimento de brotos maior que 0,5 cm e nimero de brotos menor ou
igual a 0,5 cm, ambas transformadas em /X+ 0,5, e avaliadas durante 30 dias.
As médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Na Tabela 1, os dados da anélise de varidancia mostram que para numero e
comprimento de brotacGes houve significancia para o fator explante, interacao
entre os fatores ANA e BAP, assim como interacdo entre os trés fatores testados.
N&o ocorreu significancia para os reguladores de crescimento e nem para a
interacao entre os reguladores de crescimento e o explante.
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Tabela 1. Anélise da variagcao do efeito ANA e BAP para nimero e comprimento de
brotacdes em explantes de mogno (Swietenia macrophylla). Embrapa Amazonia
Oriental, Belém, PA, 2005.

Qm

Causa da variacdo GL

Nimero de brotacdes' Comprimento
ANA (A) 3 0,076 ns 0,054 ns
BAP (B) 3 0,26 ns 0,18 ns
Explante (C) 1 22,74 ** 18,45%*
AxB 9 0,79 ** 0,68**
AxC 3 0,056 ns 0,043 ns
BxC 3 0,0076 ns 0,0072 ns
AxBxC 9 1,22 ** 1,13**
Residuo 96 0,133 0,085
Total 127
C.V. (%) 19,1 18,3

ns- Nao-Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

1- Dados transformados em \)x 0,5

Segmentos nodais foram mais eficientes que segmentos apicais como explante
para numero e comprimento de brotos (Tabela 2). Acredita-se que a formacao de
brotacGes pequenas e em menor nimero no apice é causada pela plantula de
mogno, quando emergida, apresentar poucas gemas foliares, muito préximas umas
das outras e com epicétilo fino na zona apical. Estas observacdes estao de acordo
com vérios autores que verificaram que o segmento nodal é o explante mais
eficiente para propagacdo de espécies lenhosas, em relacdo ao numero de
brotacdes (Pinto et al. 1994; Quezada, 1996; Coelho, 1999; Del Ponte, 1999).
Sudarsono & Goldy (1991) verificaram para Vitis rotundifolia que o maior nimero
de brotacdes surgiram em explantes basais, em decorréncia deste explante possuir
maior nimero de gemas axilares pré-existentes.
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Tabela 2. Média de numero e comprimento de brotos formados em segmentos
nodal e apical de mogno (Swietenia macrophylla), apés 30 dias de cultivo.
Embrapa Amazonia Oriental. Belém, PA, 2005.

Tipo de explante Namero de brotos Comprimento (cm)
segmento nodal 4,9a 2,5a
segmento apical 1,70 0,6b

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste Ducan a 5% de probabilidade.

Na Fig. 1, demonstra-se a interacao entre todos os niveis de ANA e BAP em
relacdo ao segmento nodal, uma vez que pela anélise de variancia houve somente
interacdo destes reguladores para este explante. Quando o explante nodal foi
submetido a auxina ANA na concentracdo de 0,5 mgL™, foi observado que com o
aumento na concentracao de BAP o nimero de brotagdes aumentou até atingir o
méaximo de 6,6 brotacdes em 3,0 mgL", diminuindo em seguida. O mesmo com-
portamento foi verificado para ANA a 0,01 mgL™", porém formando 2,5 brotacdes.
Para as outras duas concentracées de ANA houve comportamento diferente, visto
que ambas mantiveram-se constantes quando combinadas com as concentracdes
de 1,0 e 2,0 mgL" de BAP, vindo a diminuir acentuadamente quando houve a
combinagédo com a concentragdo de 3,0 mgL’, enquanto que na auséncia de ANA
foi observado aumento no nimero de brotagdes para o Ultimo nivel de BAP.

7

aghes

N. brot

BAP (mgL )
e ANA QD —f— ANAD DT —de— ANA DS == ANA10

Fig. 1. Numero de brotacbes formados em segmento nodal de mogno (Swietenia
macrophylla) cultivado in vitro, nas diferentes concentracoes de ANA e BAP. Embrapa
Amazoénia Oriental, Belém, PA, 2005.
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Durante as avaliagbes, foram observadas que as brotacdes surgidas nos segmen-
tos apicais ndo se desenvolviam, dificultando a contagem do nimero de brotacdes,
bem como o comprimento dos brotos.

Quezada (1996) ao utilizar BAP em diferentes concentragdes, para multiplicacao
de macieira (Malus domestica), verificou que o nimero de brotacdes surgidas
crescia até 3,5 mg.L", atingindo o maximo e em seguida decrescia. O mesmo foi
observado por Leite (1995) ao testar esta mesma citocinina em pereira (Pyrus
communis), cultivar Bartlett.

Para varidvel nimero de brotos menor ou igual a 5 cm, os dados foram coletados
somente em segmentos nodais, uma vez que nao houve formacao destas estrutu-
ras no segmento apical. Os resultados mostram que ocorreu interacao entre as
concentracdes de ANA e BAP, em 5% de probabilidade.

A anélise de regressao mostrou-se significativa (P<0,05) para os niveis de ANA,
dentro da concentracdo de BAP (4,0 mgL") e também nos niveis de BAP, dentro da
concentracdo de ANA (0,01 mgL"). Para ambas interacdes, a regressdo mostra um
comportamento linear decrescente. O maior nimero de brotos ocorreu na auséncia
de ANA (Fig. 2A), enquanto que na Fig. 2B é demonstrado que o nimero de
brotos decresceu com o aumento da concentracao de BAP.

O tratamento que induziu maior nimero de brotos foi a combinacédo de 0,01 mg.L
" de ANA com a menor concentracdo de 1,0 mg.L" de BAP, alcancando em média
4,7 brotos (Fig. 2B.). Foi observado que na combinacdo 4,0 mg.L"' de BAP com
0,01 mg.L" de ANA, ocorreu reducdo no niimero médio de brotos de 3 para 1,2
(Fig. 2A).

Esses resultados evidenciam que a formacao de brotos nos segmentos nodais de
mogno esta relacionada com a baixa concentracdo de BAP e que se faz necessario
a presenca de baixa concentracao de ANA no meio de multiplicacdo. Esses resulta-
dos sdo discordantes de Coelho (1999), que obteve maior nUumero de
multibrotacdes em segmentos nodais de Pterodon pubescens (Benth.) Benth.,
arvore tipica dos cerrados, na concentracdo de 1,0 mgL"' de BAP e na auséncia de
ANA. Embora nem sempre sejam necessdrias no meio de multiplicacao, as auxinas
sdo utilizadas no intuito de estimular o crescimento das partes aéreas (Quoirin &
Lepoivre, 1974).
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Fig. 2. Efeito da concentracao de ANA e BAP na inducao de rosetas em segmento
nodal de mogno (Swietenia macrophylla). (A)- Niveis de ANA dentro de BAP (4,0
mg.L"); (B)- Niveis de BAP dentro de ANA (0,01 mg.L"). Embrapa Amazonia
Oriental, Belém, PA, 2005.

A formacao de brotos ocorreu pelo fato de que a concentracdo de auxina no meio
de multiplicacao, freqiientemente, é baixa em relacdo a concentracao de citocinina,
para manter um balanco auxina/citocinina menor que um. Concentracdes excessi-
vas de auxina podem inibir a multiplicacao e favorecer o enraizamento ou formacao
de calo (Grattapaglia & Machado, 1998). As brotacdes obtidas foram enraizadas
em meio com metade dos sais basicos de MS, suplementado com 2,0 mgL" de
ANA e aclimatadas em casa de vegetacao.

Conclusao

O tratamento contendo 1,0 mgL' de BAP + 0,01 mgL"' de ANA é o mais eficiente
na inducao de brotacdes in vitro de mogno, quando é utilizado o segmento nodal
como fonte de explante.
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