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RESUMO

Cedrela fissilis Vellozo (Meliaceae) € uma espécie de madeira valiosa da Mata
Atlantica e que tem sido amplamente explorada o que a levou a ameaca de risco
de extincdo (categoria VU). A propagacao in vitro de espécies florestais nativas
apresenta-se como uma saida viavel para a reversao ou mitigacao desse quadro.
Tendo em vista que poucos séo os estudos disponiveis sobre cultura in vitro de
C. fissilis que buscam associar o aumento da produtividade com a maximizacao
do custo-beneficio, este trabalho objetivou descrever um protocolo para
propagacédo vegetativa de C. fissilis, utilizando a técnica de micropropagacao.
Para germinacgao in vitro testou-se o meio MS e B5, concentragao total e meia
forca, optando-se, posteriormente, pelo MS ¥ forga, por apresentar melhores
resultados de %G (82) e IVG (1.218). Para a micropropagacao, os explantes
foram cultivados para inducéo de brotos em meio de MS suplementado com
citocininas, KIN ou BAP (0; 0.5; 2; 4 yM) isoladamente, e para a indugao de raiz,
utilizou-se meio de MS suplementado com auxinas, AIB ou ANA (0; 1; 3 pM)
isoladamente. A inducao de brotos foi significativamente afetada pela origem do
explante e a concentracdo das citocininas utilizadas no processo. Os maiores
valores para variavel numero de brotos (3.84) e comprimento dos brotos (2.2),
foram alcancados em meio de MS sem suplementacdo de citocinina. O
enraizamento foi alcangcado em todos os tratamentos testados, com namero de
raiz por explante sendo numericamente superior (2.55) para aquele
suplementado com 3 uM de AIB. As plantas regeneradas foram aclimatizadas
em substrato comercial esterilizado, com taxa de sobrevivéncia ex vitro superior
a 10% apos 30 dias.

Palavras-chave: Cedro-rosa, Micropropagacdo, Regulador de crescimento,
Segmento cotiledonar.



ABSTRACT

Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) is a valuable wood species from the Atlantic
Forest and have been widely explored that takes it to the risk of extinction (VU
category). The in vitro propagation of native forestry species presents as a viable
source to reverse and alleviate this situation. Dude to the few studies available of
in vitro culture of C. fissilis that associate the productivity rise with maximization
of cost-benefit, this work aimed at describing a protocol for vegetative
propagation of C. fissilis using micropropagation technique. For in vitro
germination, it was tested the MS and B5 medium, the total concentration and
half force, and half force MS medium was chosen later because of the better
results of %G (82) and GSI (1.218). For micropropagation, the explants were
cultivated for buds induction in MS medium supplemented with cytokinins KIN or
BAP (0; 0.5; 2; 4 uyM) isolatedly, and for roots induction it was used MS
supplemented with auxins AIB or ANA (0; 1; 3 uM) isolatedly. The buds induction
were significantly affected by the explant origin and the concentration of cytokinin
used in the process. The highest scores for bud numbers (3.84) and bud length
(2.2) were reached in MS without cytokinin supplementation. The rooting was
reached in all treatments, with number of roots for explants being numerically
higher (2.55) in the one supplemented with 3 uM AIB. The regenerated plants
were acclimatazed in sterile commercial substrate, with ex vitro survival rate
higher than 10% after 30 days.

Keywords: Pink cedar, Micropropagation, Growth regulator, Cotyledon segment.
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1. INTRODUCAO

A exploragao indiscriminada das florestas nativas, como a Mata Atlantica, para
obtencdo de madeira e outros produtos ndo madeireiros, veem colaborando para que
muitas espécies e, até mesmo populacdes sejam categorizadas em algum nivel de
risco de extincdo (Oliveira et al., 2013; ICMBio, 2016; CNCFlora, 2019). A
Organizagédo das Nagbes Unidas para Alimentagcédo e Agricultura (FAO) alertou em
2015, que o mundo segue perdendo cerca de 0,08% de sua cobertura florestal
anualmente, mesmo com a reducdo significativa do desmatamento na ultima década.

Cedrela fissilis Vell. € um exemplo dessas espécies que vém sofrendo com a
exploracdo irresponsavel das florestas naturais, encontrando-se, atualmente,
categorizada com risco de extingio VULNERAVEL (CNCFLORA, 2013; Barstow,
2018; Flores, 2019). Mesmo sendo uma espécie florestal de dispersdo ampla em todo
o Brasil (Stefano et al., 2015), com ocorréncia registrada em importantes biomas
brasileiros como Amazobnia; Caatinga; Cerrado; Mata Atlantica (Caldas, 2006), sua
classificacdo em uma das classes de risco de extincdo confirmam a suspeita
anteriormente levantada por Patifio-Valera (1997) de que a espécie, em toda sua area
de ocorréncia, poderia estar sofrendo uma severa erosao genética pela perda tanto
de populacédo como de individuos.

Por ser alvo do extrativismo e da exploracdo indiscriminada, devido a alta
qualidade e o alto valor comercial da madeira, a espécie segue, mesmo nos dias
atuais, sofrendo com derrubadas desproporcionais nas formacdes vegetais onde
ocorre naturalmente (Ruiz Filho et al., 2004).

Considerando processos de extingdo de muitas espécies das florestas
tropicais, como C. fissilis, o Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais (IPEF, 2002)
cita como prioridades para a silvicultura o desenvolvimento de clones e plantas
melhoradas para disponibilizacdo no mercado.

A propagacdao de espécies florestais por meio de técnicas classicas, que ocorre
principalmente via semente, apresenta inumeras dificuldades ao longo do processo.
Dessa forma, a propagacao vegetativa apresenta-se como alternativa de multiplicacao
no que se refere as dificuldades na propagacao seminal de espécies florestais nativas,
tanto ao considerar as finalidades comerciais quanto a conservagao de recursos

genéticos (Oliveira et al., 2013).
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A cultura de tecidos vegetais € um método moderno de propagacado e
conservacao de espécies de plantas. Além de seu uso como ferramenta de pesquisa,
as técnicas de cultivo in vitro tém, nos ultimos anos, ampliado sua importancia para
industria na area de propagacédo de plantas, eliminacdo de doencas, melhoramento
de plantas e producdo de metabdlitos secundarios. (Nunes et al., 2003; Noleto e
Silveira, 2004; Fick, 2007; Souza e Pereira, 2007; Fumagali et al., 2008; Pelegrini et
al., 2011; Malosso et al., 2012; Oseni et al 2018).

Apesar do elevado nimero de pesquisas em relacdo a propagacao in vitro de
espécies florestais nativas esse numero ainda é bem reduzido diante da diversidade
da flora brasileira (Santos et al., 2011). Além disso, as respostas das plantas as
técnicas de cultivo in vitro sdo variaveis, e dependem da espécie, variedade e/ou
cultivar, época de coleta, tipo de explante utilizado e condi¢cdes de cultivo. A
variabilidade genética entre espécies e dentro da mesma espécie pressupde o ajuste
da metodologia para cada material genético, o que torna o processo demorado, e em
certas ocasides, oneroso (Wendling et al., 2006).

Estudos anteriores, Nunes et al. (2002) mostram possibilidades para o
desenvolvimento de um protocolo de propagacéo in vitro viavel para plantas de cedro-
rosa (Cedrela fissilis Vell.), entretanto a elucidacdo da melhor forma de fazé-lo e a
eficacia das etapas ndo foram completamente esclarecidas.

Diante dessas questdes, o0 presente trabalho teve como objetivo a proposicéo
de um protocolo de micropropagacao de Cedrela fissilis Vell., tendo em vista revisao
bibliografica previamente realizada, que sinaliza a caréncia de especificacdes no trato
com a espeécie. Nesse sentido, os proximos topicos irdo abarcar sobre as
peculiaridades ecoldgica, econbmica e biotecnologica do cedro-rosa enquanto

espécie florestal, seguido do artigo como produto final da pesquisa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Cedrela fissilis Vell.

2.1.1. Biologia e Ecologia

A familia Meliaceae pertencente a ordem Sapindales compreende 550
espécies distribuidas em aproximadamente 50 géneros. No Brasil, sdo encontradas
84 espécies distribuidas em 7 géneros (Flores et al., 2017). Meliaceae € encontrada
em todos os estados do Brasil, contudo, o maior nimero de espécies é concentrado
principalmente nos dominios fitogeograficos da Amazoénia e da Mata Atlantica (The
Brazil Flora Group, 2015).

O género Cedrela descrito pela primeira vez por Browne em 1756 engloba 3
espécies, nenhuma endémica do Brasil (Forzza et al., 2010). Os cedros como Sao
conhecidas as arvores desse género merecem destaque por produzem madeira de
boa qualidade para a industria madeireira e moveleira.

Cedrela fissilis conhecido popularmente com cedro, cedro-rosa ou acaiaci,
exibe porte arboreo, alcancando de 8 a 35 m de altura, com tronco 60 a 90 cm de DAP
(diametro a altura do peito). E uma espécie com capacidade de adaptacao a diferentes
condi¢fes de luz (Santos et al., 2006), podendo ser considerada heli6fita ou escitfita
e apresenta crescimento rapido, sobretudo em solos profundos e umidos, quando
recebe bastante luz (Reitz et al., 1979; Carvalho, 1994; Lorenzi, 2008).

Essa espécie possui folhas compostas e alternas, medindo entre 25 a 60 cm,
com 8 a 30 pares de foliolos. As flores sdo pequenas e hermafroditas, brancas com
tons levemente esverdeados e apice rosado. Os frutos sdo capsulas em forma de
péra, deiscentes, lenhosas com coloracdo marrom e lenticelas claras e alojam de 30
a 100 sementes. O periodo de maturacdo é longo, cerca de 10 meses, os frutos
tendem a permanecer verdes nas arvores até o proximo periodo seco, para entao
maturarem e terem as sementes dispersadas (Santos e Takaki, 2005). Essas sao
elipsoides e aladas, a cor varia do bege ao castanho avermelhado com ampla variagéo
de dimenséo, apresentando até 35 mm de comprimento por 15 mm de largura. Os
frutos, assim como as sementes, sao dispersos por anemocoria (Lorenzi, 2008; Flores
et al., 2017).

A floragdo e a frutificagdo se iniciam entre 10 a 15 anos apds o plantio,

florescendo em épocas distintas ao longo do territério nacional que variam entre
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agosto a marco, e frutificando geralmente dois meses depois (Carvalho, 1994).
Entretanto, a floracao ocorre de forma irregular, ndo acometendo todas as arvores em
todos os anos (Ferraz et al., 1999; Santos e Takaki, 2005). Os frutos sdo colhidos
cerca de 2 a 3 semanas antes da deiscéncia natural. Esse ponto ideal € indicado pela
coloracao dos frutos, que mudam do verde para marrom claro. As sementes de cedro-
rosa sao ortodoxas, armazenadas a frio e conservam seu poder germinativo por até
240 dias (Figliolia, 1988; Corvello et al., 1999).

C. fissilis € uma espécie florestal de dispersdo ampla em todo o Brasil (Stefano
et al., 2015), encontrada na Floresta Ombrdfila Densa e Floresta Ombrofila Mista
(Amazbnia e Mata Atlantica), na Floresta Estacional Semidecidual (Floresta de
Araucérias) e na Floresta Estacional Decidual, além da Caatinga e Cerrado (Klein,
1984; Carvalho, 1994; Caldas, 2006). De acordo com Rizzini e Mors (1976), a espécie
€ encontrada desde o Paréa até a Argentina.

No processo de sucessdao, C. fissilis € considerada uma espécie secundaria
inicial e/ou secundéaria tardia, sendo encontrada em capoeirbes, matas secundarias
ou semidevastadas, podendo também se desenvolver no interior da floresta primaria
e além de ser encontrada como espécie pioneira na vegetacdo secundaria,
regenerando-se preferencialmente em clareiras ou bordas de mata (Reitz et al., 1979;
Carvalho, 1994; Lorenzi, 2008). A agressividade da espécie é evidenciada ainda por
Reitz et al. (1979) onde afirmam que C. fissilis tem grande adaptacao e agressividade

sobre agrupamentos menos desenvolvidos e também na vegetacdo secundaria.

2.1.2. Importéncia Econdmica e Biotecnolo6gica

A flora brasileira € repleta de espécies arboreas com grande valor e importancia
econdmica com alto potencial de exploracdo, seja pela madeira ou por compostos
extraidos da planta. Além de apresentem um importante potencial de utilizacdo em
programas de reflorestamento de areas degradadas, de areas de preservacao
permanente e também pelo potencial ornamental em projetos paisagisticos de
parques e grandes jardins (Klein, 1984; Lorenzi, 2008).

Familias como a Meliaceae, em que se destacam os géneros Cedrela, Trichilia
e Swietenia, sdo responsaveis por grande parte da madeira utilizada no mundo. A
madeira de Cedrela fissilis apresenta alburno variando do branco a rosado e cerne
variando do bege-rosado-escuro ou castanho-claro-rosado mais ou menos intenso até

o castanho avermelhado. Apresenta boa retencao de pregos e parafusos; excelente
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absorcdo de pigmentos e polimento. Entre as madeiras leves, o cedro é a que
possibilita o uso mais diversificado possivel, superado somente pela madeira da
espécie Araucaria angustifolia (Pinheiro-do-Parand) (Carvalho, 1994; Lorenzi, 2008).

Com altissimo valor econébmico e comercial C. fissilis tem sua madeira
largamente utilizada em carpintaria, marcenaria, esquadrias, forros e compensados,
construcdo naval e aeronautica, moveis em geral, caixas de charutos, lapis e
instrumentos musicais, modelos e molduras. E também comumente usada na
arborizacao em areas urbanas, como parques e
pracas, assim como em composicOes de recuperacdo de areas degradadas e
reposicao de matas ciliares, entretanto, sempre em locais com auséncia de inundacgao
e em plantios heterogéneos (Rizzini e Mors, 1976; Lorenzi, 2008).

O potencial biotecnologico da familia pode ser util a espécie de C. fissilis na
busca por gendtipos mais resistentes ao ataque de Hypsipyla grandella (broca do
cedro), considerado como o maior problema dos cultivos homogéneos da espécie,
sejam eles em plantio de larga escala, ou em menores propor¢des como na
regeneracao natural. O ataque as gemas laterais, promovido pela broca do cedro, leva
ao desenvolvimento arbustiforme e em casos mais extremos a morte da planta
(Carvalho, 1994).

Estudos com plantas de Cedrela odorata enxertadas em Toona ciliata, quando
introduzidas no Brasil mostraram excelente crescimento e auséncia do ataque por H.
grandella, pela translocacdo de sesquiterpenos, triterpendides, limondides e
flavondides, em Cedrela, essa pode ser uma acéo de resisténcia contra o ataque desta
praga (Paula et al., 1997).

Devido a presenca de compostos como os citados acima, a familia Meliaceae
possui inUmeras espécies com destaque na medicina popular, com propriedades
terapéuticas reconhecidas como: agao anti-viral, anti-helmintica, anti-reumética, anti-
inflamatoria e anti-cancerigena (Pupo et al., 1994; Souza e Silva, 1994; Benencia et
al., 1995; Marzalina e Krishnapillay, 1999).

Os estudos realizados por Goulart et al. (2004) encontraram terpenos farnesol,
nerolidol, limoneno, e linalol em extratos de C. fissilis, que possuem atividade
antimalarica em alguns estagios do Plasmodium falciparum. Oleos essenciais obtidos
a partir das folhas de C. fissilis segundo Lagos et al. (2004) apresentam atividade
antibacteriana capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia

coli. Ambrozin et al. (2006) estudando extratos de folhas e raizes de C. fissilis isolaram
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limonoiddes com acao inseticida sobre a formiga Atta sexdens rubropilosa. Também
analisando extratos de folhas e raizes, Ramos et al. (2008) observaram a atividade
anti-micobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium kansasii.

A familia Meliaceae é conhecida pela grande producéo de limondides, principal
composto da classe dos terpenos. Esses compostos sdo toxinas e inibidores do
forrageio para muitos insetos e mamiferos herbivoros. Assim, o0 uso de técnicas da
biotecnologia e da cultura de tecidos podem ser alternativas importantes e viaveis para
a sintese de tais compostos, que tem atraido consideravel interesse por causa de
suas propriedades biolégicas, atividade inseticida e diversidade de estruturas (Viegas
Jr., 2003; Roy e Saraf, 2006; Leite et al., 2009; Taiz e Zeiger, 2013).

2.2.Propagacéo in vitro de espécies florestais

As técnicas de propagacao in vitro tornaram-se componentes integrantes de
programas de melhoramento e conservacdo de espécies arbéreas (Pence, 2010;
Sarasan, 2010), principalmente as de aplicacdes comerciais. Muitas dessas espécies
estdo sendo categorizadas como ameacadas ou em perigo (IUCN 2019) por causa
das derrubadas por madeira, conversao para terras agricolas, estratégias de manejo
ineficientes e taxas gerais de desmatamento que ndo conseguem acompanhar a
regeneracao natural das florestas nativas.

As vantagens de usar a propagacao in vitro para melhorar o plantio de espécies
de arvores florestais ja sdo discutidas ha varias décadas. Diferentes técnicas de
cultura de tecidos sdo hoje utilizadas visando solucionar problemas em diferentes
segmentos da area agricola e florestal (Giri et al., 2004). Em programas de
melhoramento, a propagacdo vegetal in vitro, principalmente a técnica de
micropropagacao, tem destaque especial porque permite a propagacéao de um grande
namero de plantas livres de patdogenos em um curto espaco de tempo (Kumar e
Reddy, 2011; Pijut et al., 2012).

Além disso, a micropropagacao pode ser economicamente mais lucrativa do
gue a propagacéao convencional. Isso depende principalmente da escala de producao
e também da capacidade das plantas de serem micropropagadas usando protocolos
simples (Monteuuies, 2016). Varios fatores influenciam no comportamento da cultura

in vitro e, por consequéncia, no sucesso do mesmo; fatores bioldgicos (tipo e condi¢éo
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fisioloégica do explante, caracteristicas genéticas, outros), quimicos (composicao do
meio de cultura, reguladores de crescimento e suas concentracdes, outros) e fisicos
como temperatura, luminosidade, fotoperiodo, entre outros, por isso a importancia de
estabelecimento de protocolos viaveis (Grattapaglia e Machado, 1998).

Outras estratégias de cultivo in vitro também podem ser empregadas nos
estudos para espécies ameacadas, tal como a embriogénese somatica - a partir da
utilizacdo de embries zig6ticos maturos ou imaturos ou ainda através da cultura de
calos. Entretanto, a micropropagacao pela proliferacdo de gemas axilares,
corresponde ao método mais utilizado na propagacao in vitro de varias espécies

lenhosas (Oliveira et al., 2013).

2.3.Propagacéo de Cedrela fissilis

2.3.1. Ex vitro
Os aspectos limitantes da produc¢éo ex vitro ou silvicultural de espécies nativas,

comecam na quantidade e qualidade das mudas, assim como a variedade disponivel,
e se estendem as técnicas de plantio (Tzfira et al., 1998; Debnath, 2004; Ferrari et al.,
2004). Assim o conhecimento e a compreensao sobre a fenologia da espécie florestais
nativas podem contribuir para facilitar os processos de cultivo (Viani e Rodrigues,
2007).

Em se tratando de C. fissilis a indicacdo para cultura ex vitro sdo os plantios
mistos para diferentes regides do pais (Andrade, 1957; Inoue, 1977; Carvalho, 1994;
Carvalho, 2003). Povoamentos homogéneos, a pleno sol, sdo desaconselhados
devido a acentuada vulnerabilidade ao ataque de Hypsipyla grandella Zeller, a broca
das meliaceas, que danifica a gema apical e a formacao do fuste (Carvalho, 1994).

C. fissilis exibe germinacdo epigea, com inicio entre cinco a 75
dias apés a semeadura, apresentando poder germinativo bastante variavel, entre 35%
a 95%, em meédia 60% (Carvalho, 2003). Figliolia et al. (2006) testaram a influéncia de
diferentes temperaturas, quantidades de luz e umidade do substrato na germinacao
de sementes da espécie, ndo verificando grandes mudancgas com a variacdo dessas
caracteristicas. Os autores ainda observaram porcentagens de germinacéo entre 81%
a 90% e indice de velocidade de germinacéo entre 1,27 a 1,48.

Cherobini et al. (2008) trabalhando com Iotes de sementes de
C. fissilis dos municipios de Santa Cruz do Sul-RS, Rio do Sul-SC, e Irati-PR,
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encontraram variacbes entre os lotes de sementes nas variaveis indice de
velocidade de germinacéo (1,7, 1,2 e 0,5) e porcentagem de emergéncia (71%, 62%
e 33%) aos 30 dias.

Recomenda-se a remocdo da porcdao alada das sementes antes da
germinacao. A semeadura pode ser feita em sementeira, por semeadura direta, com
uma semente por tubete, evitando perda de producéo. Cedro-rosa propaga-se com
relativa facilidade, via estacas radiculares, rebento de raizes ou sementes. Cerca de
quatro meses apés a semeadura, as mudas ja estado aptas para o plantio (Carvalho,
2003).

2.3.2. Invitro
A propagacdo in vitro pode ser adotada como uma alternativa econémica viavel

em relacdo aos métodos classicos de propagacao de espécies florestais nativas, pois
além de realizar a propagacao de arvores selecionadas, possibilita a limpeza clonal,
para obtencdo de plantas livres de virus por meio de apices caulinares e meristemas,
superando problemas de contaminacdo (Wendling et al., 2006). Além de exibir uma
alta taxa de multiplicacdo, fato este que possibilita a propagacdo vegetativa de
genatipos de alto valor comercial (Teixeira et al., 2005).

Pesquisas com C. fissilis foram desenvolvidas utilizando-se de variadas
técnicas de propagacao in vitro. A pesquisa de Nunes et al. (2002) com o uso da
técnica de micropropagacdo a partir de segmentos cotiledonares, aponta um efeito
significativo do explante e da concentracdo de citocinina sobre a multiplicacdo dos
brotos, além de indicar que a aplicacdo de acido indol-3-butirico (AIB) 2,5 uM no meio
de cultivo obteve melhor resposta na fase de enraizamento.

Em estudo posterior, Nunes et al. (2003) sinalizam que a espécie pode ser
conservada por até 2 meses, através de seus propagulos encapsulados em alginato
com quase 100% de viabilidade ou pela imersdo das sementes em nitrogénio liquido.

Embrides somaticos foram obtidos a partir de embrides zigbticos imaturos do
C. fissilis, apés um periodo de cultura de 12 meses, com subculturas regulares a cada
6-8 semanas. Estudos histolégicos posteriores mostraram que os embrides somaticos
em estagios avancados apresentavam raizes e meristemas apicais, além de conterem
sistema vascular e caracteristicas tipicas de um embrido somatico (Vila et al., 2009).

Entretanto, apesar dos diversos estudos em relacdo a micropropagacao de

espécies florestais nativas, especialmente no caso de C. fissilis, esse quantitativo é
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incipiente, tendo em vista o volume de espécies florestais arbéreas no Brasil - cerca
de 7.880, segundo dados do Servico Florestal Brasileiro (2019).

No que tange a opgao pela propagacao in vitro de C. fissilis e suas vantagens
comparativas a producdo ex vitro, ressalta-se seu potencial na maior producdo de
mudas. O numero potencial de plantas obtidas por propagacado pelas técnicas
tradicionais é semelhante ao numero de sementes semeadas (Carvalho, 2003),
enguanto que a cultura de tecidos possibilita um quantitativo de mudas superior, pois
a utilizacdo de segmentos para multiplicacdo, possibilita a formacéo de mais de uma
planta por semente (Akin-ldowu et al., 2009). Além do exposto, a cultura de tecidos
vegetal pode viabilizar o melhoramento genético visando obter gendtipos superiores

e mais resistentes (Chaves, 2001).
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3. OBJETIVO GERAL

Descrever um protocolo para propagacao vegetativa de Cedrela fissilis Vell., a
partir de plantulas in vitro proveniente de sementes como fonte dos explantes,
utiizando a técnica de micropropagacdo e Vviabilizando futuras pesquisas

biotecnoldgicas para essa espécie.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer, inicialmente, as plantulas de cedro-rosa, a partir da germinacao de
sementes in vitro testando diferentes meios de cultivo (MS, MS %2, B5 e B5 %),

e Induzir brotos via organogénese direta, a partir de diferentes explantes (segmento
apical, nodal e cotiledonar) provenientes de plantulas estabelecidas in vitro,
testando tipos e concentracdes de citocininas (KIN e BAP);

e Induzir o surgimento de raizes adventicias com auxinas (AIB e ANA) em diferentes
concentracoes;

e Aclimatizar as plantas regeneradas avaliando a taxa de sobrevivéncia.
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ARTIGO
PROPAGACAO IN VITRO DE Cedrela fissilis VELL.

UMA ESPECIE ARBOREA BRASILEIRA AMEACADA DE EXTINCAO

Yasmim Smarsaro!, Elias Terra Werner?
RESUMO
Cedrela fissilis Vellozo (Meliaceae) € uma espécie de madeira valiosa da Mata Atlantica e
encontra-se ameacada de risco de extin¢do (categoria VU). Dessa forma, buscando reverter o
quadro de risco e associar 0 aumento da produtividade com a maximizacao do custo-beneficio,
desenvolveu-se um protocolo de propagacdo in vitro fazendo uso da técnica de
micropropagacao para a espécie Cedrela fissilis. Na germinacao in vitro testou-se o meio MS e
B5, concentracdo total e meia forca, optando-se, posteriormente, pelo MS % forca, tendo em
vista os resultados de %G (82) e IVG (1.218). Na micropropagacdo, os explantes foram
cultivados para inducao de brotos em meio MS suplementado com KIN e BAP (0; 0.5; 2; 4 uM)
separadamente, e para o enraizamento, utilizou-se meio de MS suplementado com auxinas, AIB
e ANA (0; 1; 3 uM) separadamente. A inducdo de brotos foi significativamente afetada pelo
tipo de explante e a pela concentracdo das citocininas. Os maiores valores para as variaveis
namero de brotos (3.84) e comprimento dos brotos (2.2), foram alcancados em meio de MS

sem citocinina. Ocorreu enraizamento em todos os tratamentos testados, com nimero de raiz
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por explante sendo numericamente superior (2.55) para aquele suplementado com AIB 3 puM.
As plantas regeneradas foram aclimatizadas com taxa de sobrevivéncia ex vitro superior a 10%
apos 30 dias. Este protocolo recomenda germinacdo em meio MS % forca, com inducéo de
brotos utilizando segmento cotiledonar, sem adi¢do de citocinina, bem como a aplicagédo de

AIB 3 uM para o enraizamento.

Palavras-chave: Cedro-rosa, micropropagacdo, regulador de crescimento, segmento

cotiledonar.

INTRODUCAO

Cedrella fissilis Velloso (Meliaceae) conhecida popularmente como cedro, cedro-rosa
ou acaiaca (Lorenzi, 2008) é uma espécie florestal de dispersdo ampla em todo o Brasil (Stefano
etal., 2015). Exibe uma madeira leve e de coloragdo caracteristica e por isso apresenta altissimo
valor econdmico e uso comercial abrangente (Carvalho, 1994; Rizzini e Mors, 1976). Em
decorréncia disso, é alvo do extrativismo e da exploracdo indiscriminada, mesmo nos dias
atuais, acarretando em derrubadas desproporcionais (Ruiz Filho et al., 2004) e risco de extingéo.
Pelos motivos ja expostos, C. fissilis encontra-se atualmente categorizada com risco de extingéo
VULNERAVEL (CNCFlora, 2013; Barstow, 2018; Flores, 2019).

As necessidades mundiais frente a excessiva demanda por produtos oriundos de
espécies vegetais nativas, colocam as técnicas biotecnoldgicas como linha de frente para
obtencgéo de ganhos em produtividade e sustentabilidade (Watanabe e Raman, 1997).

Técnicas de propagacao in vitro vém sendo desenvolvidas para um grande nimero de
espécies arboreas florestais - um progresso sem precedentes na Biotecnologia Vegetal durante
as ultimas décadas (El-Lakanny, 1992; Haines, 1994; Kumar e Reddy, 2011; Pijuj et al., 2012;

Oseni et al. 2018).
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A micropropagacédo é uma técnica de propagacao in vitro amplamente estudada, sendo
a modalidade de cultura de tecidos, a mais difundida e com aplica¢fes praticas comprovadas
(Erig e Schuch, 2005).

Werner et al. (2007; 2009) realizaram estudos com Paubrasilia echinata, induzindo a
calogénese em foli6lulos para micropropagacdo da espécie. Utilizando-se de embrides zigoticos
Silva et al. (2001) e Mortiz et al. (2009) trabalharam a técnica com Ocotea odorifera
(Lauraceae), categorizada como EM PERIGO pela lista brasileira do REFLORA (Quinet et al.,
2015). Outra espécie florestal arbérea estudada com a técnica de micropropagacdo é o jacaranda
da Bahia (Dalbergia nigra), alvo de estudos de Sartor et al. (2013) que fizeram uso de segmentos
apicais e nodais almejando um protocolo adequado.

Portanto, a técnica de micropropagacdo exibe inimeras vantagens em relacdo a
propagacdo vegetativa convencional. A propagacdo massal, por exemplo, permite a
multiplicacdo em larga escala, a partir de gendtipos selecionados, em espaco fisico e tempo
reduzidos, além de assegurar um material livre de patégenos e com alta uniformidade (Kumar
e Reddy, 2011; Pijut et al., 2012).

Diante disso, estudos sobre a propagacao in vitro de C. fissilis, além de oferecerem a
possibilidade de producdo de mudas em larga escala de forma homogénea para plantios
comerciais, apresentam-se como uma opc¢do eficaz para a aplicacdo de abordagens
biotecnoldgicas de conservagdo e preservacdo da espécie.

Isto posto, propde-se um protocolo de propagacdo in vitro de C. fissilis utilizando a
técnica de micropropagacao. As etapas para implantacdo desse, foram conduzidas buscando o
aumento de produtividade, geracdo de mudas saudaveis e o melhor custo-beneficio,
considerando melhor meio de cultivo para o estabelecimento in vitro, assim como o segmento,

os reguladores de crescimento e as concentragdes para multiplicacdo e enraizamento.



31

MATERIAL E METODOS
Germinacao in vitro de Cedrela fissilis em diferentes meios de cultivo

Sementes de C. fissilis Vell. foram adquiridas junto & Flora Tieté Associagcdo de
Recuperacao Florestal (Penépolis-SP), safra de 2017 e lote CFIOO1SN. As sementes tiveram
inicialmente as alas removidas e em seguida foram lavadas em &gua corrente com detergente
neutro.

Em condices assépticas na cAmara de fluxo laminar foram desinfestadas por imerséo
em alcool 70% com trés gotas Twenn 20 por 1 minuto (min), seguido de hipoclorito de sddio
comercial (cloro ativo 2,5%) e 5 gotas Twenn 20 por 75 min em agitagdo constante e, ao final,
lavadas cinco vezes em &gua destilada autoclavada (adaptado - Nunes et al., 2002).

Ap0s a desinfestacdo as sementes foram inoculadas nos diferentes meios de cultivo: MS
basal (MS, Sigma Co., EUA) (Murashige e Skoog, 1962) e B5 (B5, Sigma Co., EUA)
(Gamborg et al., 1968) suplementados com 30g/L de sacarose (Sigma Co., EUA), e MS Y2 e B5
Y suplementados com 15¢g/L de sacarose. Todos os meios foram gelificados com 7,5g/L de &gar
(Sigma Co., EUA), tendo o pH aferido para 5,8 e autoclavados a 121°C e pressédo de 1,1 atm
por 20 min.

As condicGes de cultivo da sala de crescimento foram ajustadas para temperatura de
25+1 °C, e luz branca constante do tipo luz do dia (fluorescentes), com 25,2 pmoL m2s? de
fluxos de fotons fotossintéticos. As avaliagGes ocorreram ao longo de 30 dias para mensuracao
das variaveis: porcentagem de germinagdo (%G) e indice de velocidade de germinagéo (IVG).
E aos 30 dias de cultivo foram determinadas as variaveis: massa fresca e seca, comprimento da
raiz e da parte aérea e nimero de folhas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 5
repeticBes, sendo a repeticdo uma parcela constituida por dez tubos de ensaio (25 x 150 mm)

com 10 mL de meio e uma semente.
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Multiplicacéo in vitro de explantes de C. fissilis sob diferentes concentragdes de citocininas

Os testes de inducdo de brotos foram realizados a partir da excisdo dos explantes de
plantas previamente estabelecidas in vitro.

Conduziu-se o experimento em esquema fatorial 3x2x4, tendo no fator explante trés
niveis (segmentos apical, nodal e cotiledonar), no fator citocinina dois niveis [cinetina (KIN) e
6-benzilaminopurina (BAP)] (Sigma Co., EUA) e no fator concentragdo quatro niveis (0; 0,5;
2 e 4uM), em DIC, com 3 repeti¢des, sendo a repeticdo constituida por 4 tubos por parcela,
cada tubo com 1 explantes e 10 mL de meio MS.

As condicdes da sala de crescimento mantiveram-se as mesmas descritas anteriormente.
Apo6s 30 dias de cultivo foram mensuradas as varidveis nimero de brotos por explante,

comprimento dos brotos e porcentagem raiz por explante.

Enraizamento in vitro de C. fissilis sob diferentes concentragdes de auxinas

Nesta etapa foram utilizados brotos que apresentaram as médias estatisticamente
superiores para as variaveis numero de brotos e comprimento por explante. Os brotos foram
enraizados no mesmo meio da etapa anterior e nas condi¢Ges da sala de crescimento ja descritas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo
testadas duas auxinas [&cido indol-3-butirico (AIB) e &cido naftalenacético (ANA)] (Sigma Co.,
EUA) em trés concentracfes (0; 1; 3uM), com 3 repeticdes por tratamento, sendo a repeticdo
constituida por 10 tubos por parcela, cada tubo com 1 explante e 10mL de meio.

Apbs 30 dias de cultivo foram mensuradas as variaveis nimero de raiz por explante,

porcentagem de enraizamento e de sobrevivéncia.
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Aclimatizacao

Nesta etapa foram utilizados os brotos de C. fissilis enraizados in vitro que
apresentaram as medias estatisticamente superiores para as varidveis numero de raiz por
explante e comprimento da raiz.

As plantas foram retiradas dos tubos e as raizes lavadas com &gua corrente para
remover o0 excesso de meio. Posteriormente, foram transferidas individualmente para copos
plasticos (50 ml) contendo substrato comercial Carolina Soil autoclavado, cobertas por filme
de polivinilcloreto (PVC) e regadas semanalmente. Essas foram mantidas em sala de
crescimento nas mesmas condicdes descritas anteriormente por 30 dias, quando foram avaliadas
quanto a taxa de sobrevivéncia. Apds esse periodo as plantas sobreviventes foram mantidas na
sala de crescimento sem a cobertura de filme de polivinilcloreto e regadas diariamente durante

30 dias.

Anélise estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk para normalidade dos
residuos e de Bartlett para homogeneidade entre as variancias. Em seguida, efetuou-se para as
variaveis a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparagdes entre
as médias dos tratamentos, ambos a 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas

utilizando o software estatistico SISVAR (Ferreira, 2014).

Analise morfoldgica
Realizou-se inspec¢do visual aos 30 dias buscando a homogeneidade nas caracteristicas,
tais como: pigmentacdo de folhas, vigor e arquitetura das plantulas e brotos (nimero de folhas

e foliolos; nimero de raiz e pilosidade de raiz).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A propagacdo in vitro de C. fissilis demonstrou-se vidvel com os resultados de cada
etapa, descritos abaixo, desde sua germinacgéo e estabelecimento in vitro (Figura 1A e 1B),
obtenc&o e retirada dos explantes (1C, apical-1; nodal-11; cotiledonar-111), indugédo de brotos e

multiplicacdo (1D), enraizamento (1E) e aclimatizacdo (1F).
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Figura 1: Estagios de desenvolvimento da pesquisa. (A) germinacéo in vitro; (B) planta com 30 dias, ponto de
extracdo dos explantes; (C) explantes extraidos (I: apical; I1: nodal; I11: cotiledonar); (D) multiplicacdo in vitro;

(E) enraizamento in vitro; (F) aclimatizagdo. Barras = 1 cm.

Germinacao in vitro de Cedrela fissilis em diferentes meios de cultivo

N&o houve diferencas estatisticas significativas entre a maioria das variaveis analisadas
para a germinacao de C. fissilis, exceto para o indice de velocidade de germinacgéo (IVG) e para
os dados de massa fresca e seca, que possibilitaram a observagdo da influéncia do meio de

cultivo (Tabela 1).
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Tabela 1: Valores médios para porcentagem de germinacdo (%G), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
massa fresca total (MF), massa seca total (MS), nimero de folhas (NF), comprimento de parte aérea (CPA) e

comprimento de raiz (CR) de C. fissilis ap6s 30 dias de inoculagdo em diferentes meios de cultivo.

Meios de cultura %G IVG MF (mg) MS (mg) NF CPA(mm) CR (mm)

MS 7228 1096°% 09843 00392 27083 515333 513862
MS 1/2 822 121838 278238 (00353 270638 483038 574422
B5 762 1.1403 0288b (00373 308138 553252 653842
B51/2 782 12103 44542  0033Y 30383 544622 457282

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apesar de estatisticamente ndo haver diferencas entre os meios de cultivos para as
varidveis porcentagem de germinacdo (%G), numero de folhas (NF), comprimento de parte
aérea (CPA) e raiz (CR), com observou-se um padrdo mais uniforme no desenvolvimento das
plantulas do tratamento MS % forca, no que diz respeito aos atributos morfolégicos de vigor,
coloracdo e arquitetura das plantulas, quando comparada aos demais tratamentos (Figura 2).

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgdos vegetais
fornecem as substancias essenciais para o crescimento da planta: carboidratos como fonte de
carbono (sacarose, glucose, maltose), macro e micronutrientes, vitaminas (tiamina, piridoxina
e glicina), além de outros nutrientes como inositol, sorbitol e mio-inositol (Damiao Filho, 1995;
Hu e Ferreira, 1998). Segundo Caldas et al. (1998) essas substancias presentes nos meios além
de serem essenciais para o crescimento dos tecidos, controlam o aspecto de desenvolvimento
in vitro.

Embora ndo exista uma formulacdo padrdo de meio nutritivo para espécies nativas, 0
meio MS e 0 B5 sdo 0s mais comumente utilizados na cultura de tecidos de grande maioria das
espécies (Caldas et al., 1998). Esse fato, corrobora com os resultados obtidos, que independente

da formulacdo usada ser a original (forca total) ou fracionada (% forga), ambos os meios



36

testados podem ser empregados para a germinacao in vitro de C. fissilis sem que haja diferenca

significativa no percentual de planta germinadas.
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Figura 2: Padrdo morfoldgico das plantas de C. fissilis germinadas nos diferentes meios de cultivo. (A) MS, (B)

MS ¥ forca, (C) B5, (D) B5 % forga. Barras = 1 cm.

Entretanto, quando levamos em conta a velocidade da germinagdo, temos um
favorecimento nos meios com as concentracfes de sais reduzidas. Esses resultados devem-se a

rpida embebicdo das sementes em meios com concentracdes reduzidas de sais, tendo em vista



37

a diferenca entre os potenciais hidricos do meio externo e interno as membranas da semente,
que propiciam o movimento da agua, sempre do potencial hidrico mais elevado para o mais
baixo ou mais negativo (Castro et. al., 2004), neste caso favorecido pelos meios MS % forca e
B5 % forca.

Pode-se observar ainda que o meio B5 % forga dentre os testados foi o que permitiu
maior entrada de agua nas plantas, como comprovado na Tabela 1 pelos valores de massa fresca
(MF) e massa seca (MS), o que se justifica pela sua menor concentragao de sais, principalmente
0s nitrogenados, quando comparado aos outros meios de cultivo testados.

Bhojwani e Razdan (1996) e Pereira et al. (2000) relatam que para algumas espécies
nativas, meios com concentracdo reduzida dos sais favorecem melhor crescimento das plantas
em cultivos in vitro, pois para algumas espécies, a concentragdo total dos sais nas formulacGes
comerciais é toxica ou desnecessariamente alta.

Contudo, os custos de cada meio de cultivo devem ser considerados, visto que mesmo
sendo uma tecnologia com varias vantagens, a producdo de mudas in vitro ainda apresenta um
custo elevado (Ribeiro et. al., 2013). Considerando o0 exposto, 0 meio MS Y2 forga tem um custo
mais baixo quando comparado aos outros meios testados. Soma-se a isso, a uniformidade das
plantulas desenvolvidas nesse meio, que mesmo que ndo apresente diferencas numéricas e
estatisticas em variaveis como nimero de folhas ou comprimento de parte aérea e raiz, fornece
de forma mais homogénea matéria-prima para as proximas etapas da micropropagagéao.

De maneira geral, o uso do MS %2 forca como meio de cultivo para a germinagéo e o
estabelecimento in vitro da propagacéo de Cedrela fissilis, nos permite uma reducéo de custo,
bem como uma reducao no tempo necessario para que as plantulas atinjam o ponto de extracéo
dos explantes. Essa inferéncia pode ser feita, visto que a maior parte das sementes germinam
(%G) e atingem o momento de retirada dos segmentos (IVG) em menos tempo que 0s demais

meios testados.
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Multiplicacéo in vitro de explantes de C. fissilis sob concentragdes diferentes de citocininas

Com base na andlise de variancia, ndo houve interacdo tripla entre os fatores (explantes
X citocininas x concentragdes). Observa-se apenas interacdo dupla entre o fator explante e o
fator concentracdo (Figura 3) e néo se verifica acdo significativa das diferentes citocininas

testadas.

OAPICAL @NODAL mCOTILEDONAR (A)

N° DE BROTOS

(B)

aB aB aA aB

C.BROTOS (cm)

CONTROLE 0.5 2 4
CONCENTRACOES (M)

Figura 3: Média do nimero (A) e do comprimento (B) dos brotos regenerados a partir de explantes apicais, nodais
e cotiledonares de C. fissilis sob a influéncia das diferentes concentracGes de citocininas apés 30 dias de cultivo.
As letras maitsculas indicam diferencas significativas entre as diferentes concentra¢des, letras mintsculas indicam
diferencas significativas entre os diferentes tipos de explantes no mesmo tratamento de acordo com o teste Tukey

a 5% de probabilidade.
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De acordo com o exposto na Figura 3A, podemos destacar que ndo houve variacao
expressiva no nimero médio de brotos por explante, ao longo do gradiente de concentracBes
das citocininas testadas. Verifica-se apenas um pico na média do explante apical na auséncia
de citocinina exdgena (controle) com 1.6 brotos por explante, bem como uma elevacéo na média
do explante nodal, entre o controle e o tratamento com 0.5 uM de citocinina, variando de 1.2
para 1.9 brotos por explante.

Pode-se constatar, também, que o explante cotiledonar exibiu uma média de 2 brotos
por explante na maioria dos tratamentos, com valor superior apenas no controle (2.2). Tais
resultados nos permitem afirmar que o gradiente de varia¢do das concentracGes de citocininas
fornecido, ndo favoreceu um incremento no nimero de brotos, a ponto de consideramos
essencial seu acréscimo.

Em relagdo ao comprimento (Figura 3B), os brotos regenerados, a partir do uso do
segmento cotiledonar como explante, exibiram média de comprimento de 3.84 cm,
estatisticamente superior aos demais segmentos testados, que ndo apresentaram valores maiores
que 2 cm. Costa et al. (2010) estudando a propagacao in vitro de Erythrina velutina (Fabaceae)
obtiveram brotos com comprimentos maiores utilizando o né cotiledonar como explantes, o que
atesta a eficacia no uso de segmento cotiledonar observada no presente estudo.

Embora 0 mecanismo preciso ainda nao esteja claro, o efeito genotipico na regeneragéo
e alongamento das brotagdes foi descrito em muitas espécies e pode ser, em parte, devido as
diferengas nos niveis de hormonios endogenos (Pellegrineschi, 1997; Schween e Schwenkel,
2003). Logo, a razdo entre citocinina e auxina enddgenas pode explicar a média mais elevada
encontrada para o explante cotiledonar no tratamento controle. Esse fato, permite que
consideremos a atuagdo da dominancia apical, visto que o acréscimo de citocinina exogena,

mesmo que em pequena dosagem, ja foi o suficiente para que o crescimento dos brotos caisse
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pela metade, alterando o balango auxina/citocinina. Entretanto, o favorecimento da razdo em
relacdo a citocinina ndo promoveu um acréscimo proporcional no numero de gemas laterais.

O fator explante impactou significativamente na taxa de multiplicacdo de C. fissilis para
0 nimero médio de brotos por explante (3.84) e comprimento dos brotos (2.2 cm). Thorpe
(2007) afirma que, teoricamente, qualquer tecido vegetal pode ser usado como explante, tendo
em vista a totipotencialidade das células vegetais. Porém, o tipo de explante utilizado na técnica
de micropropagacao pode determinar a rapidez e a eficiéncia do processo, justificando a opgéo
por explantes que contenham maior proporg¢do de tecidos meristeméaticos ou que tenham maior
capacidade de expressar a totipoténcia (Akin-ldowu et al., 2009). Assim, na selecdo dos
explantes devem ser considerados aspectos como o nivel de diferenciacdo do tecido utilizado e
a finalidade da micropropagacéo (Wendling et al., 2006).

Morfologicamente, o explante cotiledonar é composto por duas gemas axilares, fato que
possibilita, no minimo, o surgimento de dois novos brotos quando cultivados in vitro. Ja o
segmento apical é composto por apenas uma gema, possibilitando um broto novo como ndimero
minimo. Entretanto, nesse observou-se em algumas unidades o desenvolvimento de mais de um
broto por explante, justificando a média superior ao numero de meristemas disponiveis no
segmento.

Em relagéo ao segmento nodal, como o padréo da familia Meliaceae sdo folhas alternas
ou raramente opostas (Souza e Lorenzi, 2012), a média do numero de brotos é intermediaria as
demais, visto que a quantidade de gemas axilares é variavel, dependente do desenvolvimento
da planta na etapa de germinacgao.

Observou-se em parte dos brotos regenerados o surgimento de raizes, sem que houvesse
o0 acréscimo de reguladores de crescimento favorecedores ao surgimento de raiz (auxinas). Essa
observacgdo, permitiu que evidenciassemos certa capacidade rizogénica dos tecidos de C.

fissilis, principalmente nos brotos regenerados a partir dos segmentos cotiledonares. Esses
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apresentaram maior percentual (%) de enraizamento, com 45%, comparado aos 20 e 25% do
explante apical e nodal, respectivamente. Em detrimento da porcentagem de presenca de raiz
nos brotos regenerados, retoma-se o raciocinio da razdo enddgena de auxina e citocinina como
sendo uma explicacdo plausivel para as respostas obtidas em relagcdo a multiplicacdo in vitro de
C. fissilis.

Estudos similares realizados por Nunes et al. (2002), com plantulas germinadas in vitro
a partir de sementes da mesma regido das utilizadas no presente estudo, apontam que a
associacdo de auxinas e citocininas na etapa de multiplicagdo de brotos exibem resultados
semelhantes em relacdo ao nimero de brotos regenerados (média de 2,6 brotos por explante),
diferindo em relacdo ao comprimento (> 3,0 cm). Assim, esse balango pode agir intensamente
sobre a dominancia apical exercida pela razdo enddgena dos mesmos e permitir um maior
crescimento dos brotos.

Somando-se aos melhores resultados estatisticos encontrados para o explante
cotiledonar, foi possivel também observar a homogeneidade morfolégica dos brotos

regenerados a partir desse segmento em comparagao com demais explantes testados (Figura 4).
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Figura 4: Padrdo morfolégico dos brotos regenerados de C. fissilis a partir do explante apical (1), nodal (I1) e
cotiledonar (I11) nas diferentes concentragdes de citocinina [(A) 0 pM; (B) 0.5 uM; (C) 2 uM; (D) 4 uM], ap6s 30

dias de cultivo. Barras = 1 cm.

Enraizamento in vitro de C. fissilis sob diferentes concentragdes de auxinas
Todos os tratamentos testados favoreceram o enraizamento dos brotos regenerados
(Figura 5A). Os maiores valores para essa variavel foram observados para o tratamento AIB 3

KM, da mesma forma que para o nimero de raiz por explante (Figura 5B).
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Figura 5: Porcentagem de enraizamento dos brotos regenerados (A) e média do nimero de raizes por explante (B)
de C. fissilis submetidos aos tratamentos com ANA e AIB em diferentes concentrac@es (0; 1 e 3 uM) ap6s 30 dias

de cultivo in vitro. Colunas com letras iguais néo diferem entre si de acordo com o teste Tukey a 5%.

Observa-se que a porcentagem de enraizamento exibiu um aumento progressivo
diretamente proporcional ao aumento das concentragcdes de auxina exdgena e também com a
alteracdo do tipo de auxina fornecida. O tratamento que obteve numericamente a maior

porcentagem de enraizamento foi 0 meio de cultivo contendo AIB 3uM, 63.3%.
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Resultados diferentes foram demonstrados para a porcentagem de sobrevivéncia e para
a média do numero de raiz por explante, que exibiram uma flutuacéo de resultados dentro dos
tratamentos, igualando-se apenas no controle, que resultou nos dados mais baixos, 20% e 0.86,
respectivamente. Constatou-se novamente que os resultados numericamente maiores foram
encontrados para o tratamento suplementado com AIB 3uM, 100% de sobrevivéncia e média
de 2.54 raizes por explante.

Maruyama et al. (1989) encontraram como resultados para Cedrela odorata
(Meliaceae) a melhor porcentagem de enraizamento (73%) e uma média de 3,7 raizes por
explante usando AIB 2,5uM, resultados bem proximos do encontrado no presente estudo.

De acordo com George (1996), a presenca de auxina é necessaria para a inducdo do
enraizamento em segmentos caulinares. Dentre as auxinas comumente utilizadas na cultura de
tecidos, o AIB tem sido muito utilizado em razdo da baixa fitotoxicidade aos explantes,
proporcionando resultados positivos ao enraizamento in vitro, como o demonstrado para
Caryocar brasiliense (Santos et al., 2006), Ocotea porosa (Pelegrini et al., 2011) e
Parapiptadenia rigida (Kielse, 2009). Contudo, em geral, as respostas sdo dependentes do
material genético, sendo influenciadas pela composicdo do meio de cultura, o tipo e
concentracdes de auxina (Oliveira et al., 2013).

Com a analise dos aspectos morfoldgicos podemos constatar que ha desenvolvimento
de raizes em todos os tratamentos, porém essas sdo normalmente desprovidas de pelos
radiculares e pouca ramificadas, proporcionando um sistema radicular menos adequado do
ponto de vista morfoldgico (Figura 6), gerando consequéncias para o posterior transplantio e

aclimatizacdo para as condicdes ex vitro.
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(A) (B) (E)

Figura 6: Padrdo morfoldgico dos brotos enraizados de C. fissilis nas diferentes concentragdes de reguladores de
crescimento [(A) CONTROLE; (B) ANA 1 uM; (C) ANA 3 uM; (D) AIB 1 uM; (E) AIB 3 uM], ap6s 30 dias de

cultivo in vitro. Barras =1 cm.

Aclimatizacao

Das 60 plantulas com raizes levadas para a etapa de aclimatizacdo, 10% sobreviveram
ao processo durante as etapas inicial - com cobertura de polivinilcloreto (PVC). Ap6s 30 dias,
essas nao exibiram acréscimo no numero de folhas e nem no comprimento. Com a retirada do
filme PVC, as plantulas sobreviveram por apenas um periodo de 15 dias.

A aclimatizacéo - passagem das plantas desenvolvidas in vitro para o ambiente ex vitro
- pode ser um fator limitante no processo da micropropagacao (Rocha et al., 2008), por exibir
baixa taxa de sobrevivéncia das mudas ap6s o transplante. Essa deficiéncia na etapa final do
processo de propagacdo in vitro deve-se, normalmente, as caracteristicas das raizes formadas
nos meios solidificados com &gar, que ndo sdo funcionais e exibem formacéao escassa de pelos
radiculares, comprometendo a fase de aclimatizagéo (Pierik, 1990; Tibola et al., 2004).

Silva et al. (2011) relata que o maior problema durante a aclimatizagdo ex vitro é
resultante de uma alta perda de &4gua pela transpiracdo, ou ainda, as raizes formadas in vitro que
nem sempre sdo eficientes na absor¢do de agua e de nutrientes no momento da passagem das

plantulas que estavam in vitro para o substrato. Isto posto, é possivel que a falta de pelos nas



46

raizes seja a causa da baixa taxa de sobrevivéncia observada nesta etapa, visto que como
evidenciado na Figura 5, as raizes desenvolvidas ndo os exibem.

Todavia, mesmo plantas com aspecto morfolégico considerado normal, podem néo
sobreviver, em consequéncia de uma somatdria de fatores, dentre eles o estresse que as plantas
sofrem, devido a stbita mudanca na umidade relativa; por passarem para um estado autotrofico,
onde necessitam da fotossintese para sobreviver; e estarem agora, sujeitas ao ataque de
microrganismos (Tibola et al., 2004).

Alteragdes no protocolo de aclimatizagdo devem ser consideradas para remediar a baixa
taxa de sobrevivéncia e alcancar os propdsitos da micropropagacdo. Uma etapa de pré-
aclimatizacdo, ainda in vitro, mediante reducdo na concentragdo de sacarose, buscando uma
condicdo mais autotréfica, aumentaria, segundo Silveira et al. (2013) a capacidade
fotossintética das plantas no processo de transicao in vitro/ ex vitro.

Além dessa, outro fator passivel de alteracdo é a forma como a planta, retirada do
ambiente estéril entra em contado como o ambiente ex vitro. Desse modo, a transferéncia das
condig@es in vitro para o crescimento em ambiente externo deve se dar de formar mais gradativa
(Rocha et al., 2008).

De acordo com Jackson (2003) a condicao asséptica necessaria ao ambiente de cultivo
in vitro, requer severo selamento dos recipientes, o que impede as trocas gasosas com 0
ambiente - trocas essas necessarias ao bom desenvolvimento das plantas. Assim a realizagdo de
perfuragdes nas tampas dos tubos e frascos em um curto periodo antecedente a0 momento de
transferéncia, bem como nos momentos iniciais da aclimatizacdo, podem ser de grande
relevancia para essa etapa de transi¢do (Santana et al., 2008).

Além do controle de umidade e condicGes de cultivo, outro fator de elevada importancia
na aclimatizag&o, € o tipo de substrato. Calvete et al. (2000), considera que as propriedades do

substrato podem facilitar ou impedir o desenvolvimento das plantas. O autor afirma ainda, que
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0 espaco de aeracdo associado a capacidade de retencdo de &gua, sdo fundamentais para o
sucesso dessa etapa, e diferem de acordo com o substrato utilizado.

Sendo assim, a selecdo do substrato é fundamental no que tange o crescimento e
desenvolvimento das plantas micropropagadas, influenciando diretamente no sucesso da
aclimatizacdo. Porém, diante da diversidade dos substratos e de suas caracteristicas, torna-se
dificil escolher o substrato ou a mistura, que atenda as condi¢des para o 6timo crescimento e
desenvolvimento das plantas (Couto et al., 2003). A substituicdo do agente geleificante por
fibras ou materiais de suporte aerados ou porosos, como a vermiculita ou as fibras de celulose,
podem ser alternativas mais baratas e podem fornecer resultados satisfatérios para espécies
arboreas ainda na fase de enraizamento, o que facilitaria o processo de aclimatizacdo (Kozai e

Kubota, 2001).

CONCLUSAO

Diante do acima exposto, meios de cultura com menor concentracdo de seus compostos
sdo mais adequados a germinacdo e desenvolvimento inicial das plantulas de Cedrela fissilis.

Recomenda-se, portanto, para maximizagdo do cultivo in vitro de cedro-rosa, a
germinacdo em meio MS % forca, que, além de menor custo, proporcionou maior
porcentagem de plantas germinadas (82); exibiu valor de IVG estatisticamente superior e
resultou em plantulas mais homogéneas. Sendo assim, com menor investimento no meio de
cultivo e num periodo de tempo relativamente mais curto (30 dias), o cultivo de C. fissilis em
meio MS % forca, ja fornece insumo necessario ao inicio das etapas de propagagéo in vitro.

Para a técnica de micropropagagdo, na etapa de inducdo de brotos, o segmento
cotiledonar cultivado em meio MS sem citocinina, resulta em maior nimero de brotos, o que
reduz o custo dessa etapa, visto que ndo havendo necessidade da suplementacdo de citocinina,

essa pode ser descartada do processo de multiplicacdo in vitro, o que gerara uma economia de
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insumo. Ressalta-se que em culturas com subcultivos repetitivos, no caso de produgdo em
grande escala, o gasto com citocinina nessa etapa é alto.

A fase de enraizamento ndo exibiu diferengas estatisticas entre as auxinas testadas,
entretanto o AIB 3 uM, favoreceu o surgimento de raizes adventicias em maior parte dos
explantes, fazendo com que este seja 0 recomendando para um posterior protocolo.

A fase de aclimatizacdo ndo exibiu resultados compativeis com a técnica de
micropropagacao, e, portanto, requer maior aten¢do em casos de producéo para fins comerciais.

Conclui-se, entdo que Cedrela fissilis exibe caracteristicas que favorecem o
estabelecimento de protocolos consistentes para micropropagacdo. Essa tecnologia pode
fornecer uma ferramenta valiosa em programas de melhoria de arvores e de transformacao
genética.

Esse resultado pode ainda, em estudos posteriores, alcancar condi¢des de aclimatizacéo
mais favoraveis as exigéncias das demandas comerciais, atingindo um valor social e ecoldgico

incomensuravel.
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