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Calogénese in vitro em segmentos de epicotilo de mogno (Swietenia macrophylla
King) com uso de 6-benzilaminopurina e acido a-naftalenoacético

In vitro callogenesis in epicotyl segments from mahogany (Swietenia macrophylla
King) plantlets using é6-benzylaminopurine and a-naphthaleneacetic acid

Juliana Margarido Fonseca Couto Brunetta!, Wagner Campos Otoni?,
Antonio Lelis Pinheiro3, Esio de Pddua Fonseca*

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver técnicas de regeneracgao in vitro a partir de segmentos
de epicdtilo provenientes de plantulas de mogno (Swietenia macrophylla) germinadas em meio de cultura.
Os segmentos de epicotilo foram inoculados em meio MS suplementado com combinagdes do regulador
BAP (6-benzylaminopurinea) e ANA (acido a-naftalenoacético). Observou-se aos 40 dias apds a inocu-
lacdo, a formagao de calos nas extremidades dos segmentos de epicoétilo com calejamento em 100% dos
explantes para os tratamentos T07 (0,50 mg.L"* de ANA e 0,50 mg.L' de BAP), T10 (0,25 mg.L"' de ANA
e 1,00 mg.L-" de BAP) e T11 (0,50 mg.L"" de ANA e 1,00 mg.L"' de BAP), com variagdo nas suas intensid-
ades e textura de calejamento. A textura dos calos dos outros tratamentos variou da coloragéo verde nas
extremidades dos explantes a semicompacto de coloragéo creme. Ja com relagao a intensidade de cale-
jamento observou-se variagao entre pouca e moderada formacéao de calejamento. A intensidade dos calos
observados nos segmentos de epicétilo, variou em fungéo da combinagéo dos reguladores de crescimento
(ANA e BAP), com alta formacao de calo nos tratamentos T10 (0,25 mg.L"" de ANA e 1,00 mg.L"' de BAP)
e T16 (1,00 mg.L-' de ANA e 2,00 mg.L" de BAP).
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Abstract

The objective of this work was to develop techniques for in vitro regeneration of mahogany (Swietenia
macrophylla), through epicotyl segments from mahogany plantlets germinated in culture medium. The epi-
cotyl segments were inoculated on MS medium supplemented with different combinations of BAP (6-ben-
zylaminopurine) and NAA (a-naphthaleneacetic acid) concentrations and after 40 days of inoculation callus
formation was observed at the ends of the segments. On treatments T07 (0,50 mg.L"' NAA and 0,50 mg.L""
BAP), T10 (0,25 mg.L-" NAA and 1,00 mg.L"" BAP) and T11 (0,50 mg.L-"* NAA and 1,00 mg.L"" BAP), 100%
of explants showed callus varying the intensity and texture. The callus texture from the other treatments
varied from greenish on the extremes to semi compact and beige. Related to callus intensity, it was shown a
variation between little and moderated, and the explants with callus varied according to the growth regulator
combination (BAP and NAA), with high formation on treatments T10 (0,25 mg.L"* NAAand 1,00 mg.L-' BAP)
and T16 (1,00 mg.L""* NAA and 2,00 mg.L' BAP).
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INTRODUCAO

O mogno (Swietenia macrophylla King) per-
tence a familia Meliaceae, e é uma espécie de
grande importincia econdmica devido a sua
madeira, que é duravel e muito apreciada para
a fabricacao de moveis de luxo e artigos de de-

coracdo. Nas Américas ocorrem trés espécies do
género Swietenia e a espécie macrophylla ocorre
desde a Peninsula de Yucatdn, no Sul do Méxi-
co, e estende-se a Regiao Amazonica do Brasil,
abrangendo também o Peru e a Bolivia.

A exploragdo intensiva da espécie vem dimi-
nuindo cada vez mais as reservas naturais do
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mogno e por isso o governo decretou a Lei niime-
ro 3.559, de 14 de agosto de 2000, suspenden-
do a exploracao da espécie pelo periodo de dois
anos na Regidao Amazoénica (BRASIL, 2000). A
Gnica maneira de evitar sua extingao e o desapa-
recimento das reservas naturais seria o incentivo
ao reflorestamento, mas este tem sido limitado
devido aos ataques severos de larvas de Hypsipyla
grandella Zeller (Lepidoptera, Pyralidae).

De acordo com Lee e Rao (1988), apesar de
haver relatos de sucesso da propagacao de plantas
arbéreas de clima temperado usando técnicas de
cultura de tecidos, existem poucos trabalhos em-
pregando esta técnica em espécies arboreas de cli-
ma tropical. Com relacdo ao mogno, destacam-se
os trabalhos de Maruyama et al. (1989), Maruya-
ma e Ishii (1997) e Venketeswarn et al. (1988) que
obtiveram plantulas a partir de segmentos nodais.

Segundo Maruyama et al. (1989),somente
ocorreu a formacao de calo em sementes de
mogno, quando foram inoculadas em meio de
cultura acrescido de regulador de crescimento.
Por outro lado, utilizando segmentos nodais
como explantes, observaram que houve forma-
¢ao de brotagoes multiplas.

De acordo com Maruyama e Ishii (1997)
foi possivel obter a multiplicacao, regeneracao,
enraizamento e embriogénese somadtica em seg-
mentos de epicétilo e gemas apicais de mogno
empregando-se a técnica de cultura de tecidos.

Com o avanco da biotecnologia, novos estu-
dos vém sendo desenvolvidos por Lopes (2000),
para S. macrophylla (mogno) e também para ou-
tras espécies florestas tropicais, como Cedrela
odorata (cedro) e Schizolobium amazonicum (pa-
ricd), por Lameira et al. (2000) e Cordeiro et al.
(2004), respectivamente.

Assim, este trabalho teve como objetivo ava-
liar a capacidade de regeneracao in vitro a partir
de segmentos de epicétilo, de plantulas de Swie-
tenia macrophylla King (mogno) germinadas in
vitro, com uso de BAP (6-benzylaminopurinea)
E ANA (Acido a-naftalenoacético).

METODOLOGIA

O experimento foi desenvolvido no Labora-
torio de Cultura de Tecidos do BIOAGRO, na
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG, no
periodo de agosto de 2001 a janeiro de 2002.

Foram utilizadas sementes de mogno prove-
nientes de Belém, Estado do Pard, coletadas e
doadas pela Empresa Tramontina Belém S.A.

A germinagao das sementes ocorreu em con-

dicoes in vitro, em meio MS (Murashige e Skoog,
1962), sem regulador de crescimento. Os segmen-
tos de epicotilo foram retirados das plantulas com
5 a 10 dias de idade, ap6s a emissdo das partes aé-
reas (Figura 1) e imediatamente transplantado.

Segmentos de
epicotilo

Figura 1. Plantula de mogno (Swietenia macrophylla
King.), germinada in vitro, evidenciando a regido de re-
tirada dos segmentos de epicotilo. (Mahogany (Swietenia
macrophylla King.) plantlet germinated in vitro, displaying
the region of epicotyl segments obtainment)

Para inducdo de brotacoes adventicias desses
segmentos, o meio de cultura basico MS foi su-
plementado com vitaminas MS, 100 mg.L! de
mio-inositol, 3% de sacarose, 800 mg.L' de PVP
(polivinilpirrolidona), 0,5% (p/v) agar, varian-
do as combinag¢des de BAP (6-benzylaminopu-
rinea), nas concentragoes de 0; 0,25; 0,50 e 1,00
mg.L! com ANA (acido a-naftalenoacético), nas
concentracoes de 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L’},
conforme mostrado na Tabela 1. O pH do meio
de cultura foi aferido a 5,8 + 0,1.

Tabela 1. Relacdo dos tratamentos propostos em fungao
das combinacBes de ANA(acido a-naftalenoacético) e
BAP (6-benzylaminopurinea) utilizadas para a regenera-
cao de plantas de mogno (Swietenia macrophylla King) a
partir de segmentos de epicdtilos. (Proposed treatments
on NAA (a-naphthaleneacetic acid)and BAP (6-benzyla-

minopurine) used on mahogany (Swietenia macrophylla
King) regeneration, using epicotyl segments)

mg.L"
ANA\BAP 0 0,5 1,0 2,0 4,0
0 TO1 T05 T0O9 T13 T17
0,25 TO2 TO6 T10 T14 T18
0,5 TO3 TO7 T11 T15 T19
1,0 T04 T08 T12 T16 T20

Os segmentos de epicotilo com aproximada-
mente 1,0 centimetro foram excisados em ca-
mara de fluxo laminar, sob condiges assépticas,
antes da inoculacao nos diferentes tratamentos,
de modo que toda a extensao dos segmentos
permanecesse em contato com o meio. As con-
dicoes ambientais da sala de crescimento foram



reguladas a temperatura de 27 + 1 oC e fotoperi-
odo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, disposto em esquema fatorial 4 x
5, sendo 4 niveis de ANA e 5 niveis de BAP, os
quais foram desdobrados em polinémios orto-
gonais para estudo da regressao. Como os dados
analisados estavam em porcentagens, foram fei-
tas transformagodes utilizando-se a transforma-
¢do arsen (raiz (porcentagem/100)).

Os segmentos de epicétilo foram avaliados
aos 20, 30 e 40 dias apos a inoculagao, porém
os dados analisados se referem a analise dos 40
dias, quanto a porcentagem média de brotacoes
de gemas e formagao de calos ou (explante ca-
lejados), intensidade de calejamento, textura do
calo e oxidagao no explante.

A intensidade de calejamento foi dividida
4 classes: 0 (sem), 1 (baixa), 2 (moderada), 3
(intensa). Com relagao a textura dividiu-se em
quatro tipos de calos: A) compactos (células fir-
memente ligadas), B) semi-compacto (células
moderadamente ligadas), C) fridveis (células
frouxamente ligadas) e D) sem reacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observada a resposta quanto a organo-
génese direta nos explantes, porém ocorreu bro-
tagdo de gemas pré-existentes nos segmentos de
epicétilo inoculados em todos os tratamentos.

As diferencas de brotacoes ocorridas podem
ser explicadas mais em fungao da ocorréncia ale-
atéria de gemas nos explantes e nao a adicao de
reguladores de crescimento no meio de cultura.

Alguns estudos mostram que o segmento no-
dal é o explante mais eficiente para a proliferacao
de brotos de espécies lenhosas. Isso foi verificado
por Pinto et al. (1994) e Lopes (2000) em estu-
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dos com pau-santo (Kielmeyera cociacea) e mogno
(Switenia macrophylla), respectivamente.

Observou-se aos 40 dias ap6s a inoculagao,
a formacao de calos nas extremidades dos seg-
mentos de epicétilo em diferentes tratamentos.

Nao se observaram diferencas significativas
quanto a porcentagem de brotacao para os seg-
mentos de epicotilos quando em fungao dos ni-
veis de ANA, BAP e para as suas combinagoes,
porém observou-se que houve crescimento e de-
senvolvimento de brotagoes em gemas axilares
existentes nos explantes.

Estes resultados estdo de acordo com Cordeiro
et al. (2004), que estudaram o efeito benéfico do
regulador BAP na multiplicagio de brotagdes. O
autor relacionou a influéncia na liberagao das ge-
mas axilares inibidas pela inibigao correlativa.

Lee e Rao (1988) ao estudar a micropropagagao
de mogno com a utilizacdo de segmentos nodais,
em meio suplementado com BAP a 0,1 e 1 mg.L"!
obtiveram a indugao de brotagdes multiplas.

Segundo Maruyama et al. (1989) foi possivel
a obtencao da inducido de brotagdes muiltiplas
de segmentos nodais do mogno em meio BTM
suplementado com 2,0 mg.L' de BAP. O mesmo
ocorreu com Albarran et al. (1997) que obtive-
ram o desenvolvimento de gemas axilares para o
mogno em meio suplementado com BAP e AIA,
ambos a 2,0 mg.L'. Nas Figuras 2 a 6 sdo apre-
sentadas as caracteristicas em que ocorreram
efeitos significativos de regressao.

Quanto a porcentagem de calejamento em
explantes, observou-se diferenca ao nivel de 1%
de probabilidade para os niveis de ANA, sendo
que para a concentra¢ao de 0,5 mg.L'!' deste re-
gulador obteve-se 91% de calejamento (Figura
2). Nao houve significativo dos niveis de BAP e
da interagdo ANA x BAP sobre a porcentagem de
calejamento em explantes.
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Figura 2. Porcentagem de explantes de mogno (Swietenia macrophylla) com formagdo de calos em fungdo dos
niveis de ANA (acido a-naftalenoacético) aos 40 dias ap0ds a inoculacdo. As médias estdo ajustadas em fungdo das
equacoes de regressdo. (Percentual average of callused explants from mahogany (Swietenia macrophylla) epicotyl
segments, developed on basal MS medium culture supplemented with different combinations of NAA (a-naphthalene-
acetic acid), after 40 days of inoculation. The averages shown on the graphic are adjusted according to the regression

equations)
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A porcentagem de calejamento em explantes
nao foi significativa para os niveis de BAP e para
as combinacoes ANA x BAP.

Os resultados obtidos estdo de acordo com
os de Cordeiro et al. (2004) que observaram bai-
xa freqiiéncia de calejamento em Schizolobium
amazonicum Huber ex Ducke (paricd) no meio
de cultura sem regulador de crescimento, porém
observaram que a medida que se aumentou a
concentra¢ao do regulador BAP, ocorreu maior
incidéncia de calos endégenos. Segundo estes
autores, isto se deveu, provavelmente, ao desba-
lanceamento nos niveis endégenos de fitormo-
nios nos explantes.

Segundo Santos (1998), elevadas concen-
tragcbes de citocinina parecem interagir com a
quantidade de auxina endégena do explante, o
que leva a formacao de calos provocando certa
inibi¢ao no surgimento dos brotos.

Para a porcentagem de textura de calejamen-
to, foi observado que houve diferenca signifi-
cativa nos niveis de ANA para todas as texturas
avaliadas A, B, C e D (Figura 3).

Para a textura D, aos 40 dias apos a inoculacao,
observou-se efeito quadratico com ponto de mi-
nimo ocorrendo com a concentragao proxima de

0,50 mg.L' de ANA, sendo que a maior porcen-
tagem de calos (69%) ocorreu para os segmentos
de epicétilo desenvolvidos em meio sem nenhu-
ma concentragao reguladora de crescimento.

Para os calos com textura A e B houve comporta-
mento quadratico com ponto de maximo, para am-
bas, ocorrendo para o nivel 0,5 mg.L". Para a textura
C, houve comportamento linear crescente em fungao
do aumento da concentracao de ANA (Figura 3).

As porcentagens A, B e C de textura de caleja-
mento foram afetadas significativamente pelos
niveis de BAP (Figura 4), e nao se observou efei-
to significativo das interacOes entre os niveis de
ANA e BAP sobre esta caracteristica.

Na Figura 4, observa-se que os segmentos
de epicotilo contendo a textura B, apresentaram
comportamento quadritico, com ponto de ma-
ximo ocorrendo quando os meios de culturas
continham 2 mg.L'".

Para os segmentos com calos classificados
como texturas A e C, houve também efeito qua-
drdtico, porém com ponto de minimo ocor-
rendo quando o meio estava acrescido de 2,0
mg.L?!, porém as maiores porcentagens de calos
ocorreram quando os segmentos desenvolveram
em meio sem regulador de crescimento.
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Figura 3. Porcentagem de calos das diferentes texturas (A-compactos; B-semi-compacto e C-friavel), em segmentos
de epicétilo de mogno, desenvolvidos em meio de cultura com diferentes niveis de ANA (acido a-naftalenoacético),
aos 40 dias apds a inoculagdo. (Percentual callusing from mahogany epicotyl segments, related to different textures
(A-compact, B-semi-compact and C-friable), according to NAA levels (a-naphthaleneacetic acid), after 40 days of
inoculation. The averages shown on the graphic are adjusted according to the regression equations)
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Figura 4. Porcentagem de calos das diferentes texturas (A-compactos; B-semi-compacto e C-fridveis) em segmen-
tos de epicdtilo de mogno, desenvolvidos em meio de cultura com diferentes niveis de BAP (6-benzylaminopurinea),
aos 40 dias apds a inoculagdo. (Percentual callusing from mahogany epicotyl segments, related to different textures
(A-compact, B semi-compact and C-friable) according to BAP levels (6-benzylaminopurine), after 40 days of inocula-
tion. The averages shown on the graphic are adjusted according to the regression equations)




Quando se avaliou a intensidade de caleja-
mento sobre a porcentagem de calos, observou-
se que, para a intensidade 0, houve reducao em
funcdao do aumento da concentracao de ANA no
meio de cultura, por outro lado, para a inten-
sidade 1 o comportamento foi linear crescente
(Figura 5).

Nos segmentos desenvolvidos em meios de cul-
turas contendo a adicao de BAP, pode-se observar
para a intensidade 1 que ocorreu decréscimo signi-
ficativo em fun¢ao do aumento de sua concentra-
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com ponto de maximo para 2,0 mg.L! (Figura 6).

Gamborg (1982) e George (1996) afirmam
que é possivel o estabelecimento de uma cultu-
ra de calo de praticamente qualquer planta e da
maioria de suas partes, empregando um meio
nutritivo simples, acrescido de auxinas e citoci-
ninas. A textura e morfologia do calo, manipula-
da pelas variagoes nas constituintes do meio nu-
tritivo, produz calos macios, fridveis e imidos,
em meio de alta concentracao de auxina e baixa
de citocinina e se a relacdo é inversa, produz ca-

¢ao. Comportamento inverso foi observado para
a intensidade 2 e quadratico para a intensidade 3,

los de tecido compacto secos e com células pe-
quenas (Figura 7).
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Figura 5. Porcentagens de calos em segmentos de epicétilo de mogno com diferentes intensidades de calejamento
(intensidade 1-pouca) em fungdo dos niveis de ANA (acido a-naftalenoacético) aos 40 dias apos a inoculagdo. (Per-
centual callusing related to the callusing intensity (1-low) from mahogany epicotyl’s segments, related to NAA (a
naphthaleneacetic) acid levels after 40 days of inoculation)
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Figura 6. Porcentagem de calos com diferentes intensidades de calejamento (1-baixa; 2-moderada e 3-alta), em
fungdo dos niveis de BAP (6-benzylaminopurinea), em segmentos de epicétilo de mogno aos 40 dias apds a inocu-
lagdo. (Callusing intensity (1-low; 2-moderate e 3-high) percentual from mahogany epicotyl’s segments, related to
BAP levels (6 benzylaminopurine), after 40 days of inoculation)

\

N

1 3

Figura 7. Detalhe da textura de calos em segmento de epicétilo de mogno (Swietenia macrophylla King) para os
calos semicompactos de coloragdo creme (1 e 2) e compacto de coloragao verde (3). (Texture details on mahogany
(Swietenia macrophylla King) epicotyl segments callus, showing beige semi compact callus (1 and 2) and green
compact callus (3))

23




Couto et al. - Calogénese in vitro em
segmentos de epicitilo de mogno

Segundo Cordeiro et al. (2004), ha evidéncias
de que espécies lenhosas liberam maior quanti-
dade de compostos fendlicos ao meio, favorecen-
do a oxidacao. Além do que, a intensidade de oxi-
dacao depende do tipo e da idade fisiol6gica do
explante, do meio de cultura, da presenca dos re-
guladores de crescimento, dentre outros fatores.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que os segmentos de epico-
tilo responderam aos reguladores de crescimen-
to quanto a calogénese e os mesmos nao forma-
ram Orgaos a partir dos calos formados.
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