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Calogénese in vitro a partir de folhas de Cedrela fissilis

In vitro callogenesis from cedrela fissilis leaves

A. P. Menezes', J. C. C. Almeida’, R. A. Mergener®, T. Gerber?, A. H. Schneeberger"

Universidade do Oeste de Santa Catarina
Faculdade de Concérdia

Author for correspondence: rafael.mergener@unoesc.edu.br

Resumo. A Cedrela fissilis € uma espécie nativa do Brasil, pertencente a familia Meliaceae de grande valor econémico
por apresentar madeira de alta qualidade, bem como, importancia medicinal, por conter propriedades terapéuticas.
Foram utilizadas sementes para estabelecimento in vitro, as quais foram submetidas a quatro tratamentos assépticos
que variaram em relagdo ao tempo de imersdo em hipoclorito de sddio 2.5%. As sementes foram inoculadas em meio
de cultura Vacin&Went (V&W), suplementado com sacarose 20g/L e agar 7g/L, pH ajustado em 5.8. Aos 56 dias de
cultivo, foram retiradas folhas das plantulas obtidas in vitro e inoculadas em meio de cultura V&W com diferentes
combinacdes de reguladores de crescimento para indugéo de calos, sendo T1 sem reguladores de crescimento; T2: 2,5
uM ANA e 2,5 uM BAP; T3: 2,5uM ANA e 5,0uM BAP; T4: 5,0uM ANA e 2,5uM BAP. O percentual de sementes
germinadas foi de aproximadamente 10% e o tratamento asséptico que apresentou menor percentual de contaminacao
(78%), diferindo dos demais tratamentos foi o tratamento 4, aonde as sementes permaneceram imersas durante 100
minutos em hipoclorito de sddio 2,5%. Em relacdo a calogénese, o tratamento com combinacdes de 2,5 uM ANA e 2,5
MM BAP, mostrou-se 0 mais eficiente para a indugéo de calos, diferindo dos demais tratamentos, com 84%, aos 56 dias
de cultivo. O tratamento 1, com auséncia de reguladores de crescimento, foi 0 Unico a apresentar 26% de rizogénese.
Palavras-chaves: Cedro rosa, Calos, Semente.

Abstract. The Cedrela fissilis is a species native to Brazil which offers great economic value for its high quality wood as
well as medicinal importance by contain therapeutic properties. Seeds were used for in vitro establishment which form
submitted to four asseptic treatments that varied in relation to the time of immersion in 2.5% sodium hypochlorite. The
seeds were inoculated in the culture medium Vacin & Went, supplemented with sucrose 20 g/L and 7 g/L agar. To 56
days of cultivation were removed leaves of seedlings obtained in vitro and inoculated in Vacin&Went culture medium with
different combinations of growth regulators for callus induction being T1 (control); T2: 2,5 uM ANA e 2,5 uM BAP; T3:
2,5 uM ANA e 5,0 uM BAP; T4: 5,0 uM ANA e 2,5 uM BAP. The percentage of germinated seeds was approximately
10% and the aseptic treatment showed lower percentage of contamination (78%) differed from other treatments was T4
where the seeds remained submerged during 100 minutes in 2.5% sodium hypochlorite. About the calogénese treatment
with combinations of 2,5 pM ANA and 2,5 pM BAP proved to be the most efficient for callus induction, differing from the
others reaching 84% calogénicos of percentage 56 days of in vitro cultivation. T1 with absence of growth regulators was
the only one to present the formation of roots 26%.

Keywords. Cedro rosa, Callus, Seeds.

Introdugéo Estacional Decidual e Semi Decidual. Sua floragédo

A Cedrela fissilis € uma espécie comumente ocorre de setembro a dezembro e os frutos

encontrada no interior das florestas priméarias, amadurecem apds a queda das folhas, entre julho e

dispersando-se praticamente por todas as florestas agosto, dispersando suas sementes imediatamente

dos Estados do Parana, Santa Catarina e Rio ap6s a mudanca da coloracdo dos frutos. Possui

Grande do Sul, tendo como habitat a floresta porte de 25 a 30 metros de altura, com tronco
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cilindrico longo e levemente tortuoso, de madeira
duravel, apresentando um grande valor ecoldgico,
econdmico e farmacoldgico (REITZ, 1984). Na
farmacologia a C. fissilis apresenta-se relevante
(NUNES, 2000), pois segundo Laudano (2005),
testes realizados in vitro a partir da inducéo de calos
desta espécie, foram obtidos compostos como o
linalol e limonéides de triterpenos (ANBROZIN et al.,
2006). A inducado de calos de C. fissilis foi descrito
por Gerber (2013),a partir da utilizacdo de folhas de
plantulas cultivadas in vitro em meio de cultura
suplementado com BAP e ANA,aonde obteve uma
taxa de calogénese de 100%.Resultados positivos
também foram descritos por Laudano (2005), que
utilizou segmentos nodais e apices cotiledonares de
plantulas de C. fissilis cultivadas in vitro em meio
suplementado com ANA e BAP.

Material e métodos

Foram utilizadas como material vegetal para
0 estabelecimento in vitro de C. fissilis, sementes
provenientes do horto florestal da cidade de ljui/RS.
Inicialmente as sementes foram submetidas a um
processo de lavagem em 4&gua corrente com
detergente neutro e enxaguadas por 4 vezes. Em
seguida,foram imersas em hipoclorito de soédio
(2,5% cloro ativo), para desinfestacdo durante 25
minutos (T1); 50 minutos (T2); 75 minutos (T3) e
100 minutos (T4). Apés a desinfestacdo, as
sementes foram enxaguadas por 4 vezes com agua
destilada deionizada autoclavada e inoculadas em
meio de cultura VW, com pH ajustado em 5.8,
suplementado com 20g/L de sacarose e 7g/L agar.
Cada tratamento foi composto por 20 repeticdes e 6
subrepeti¢cfes. As culturas foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura controlada de 25 +
2°C, sob foto periodo de 16 horas (22 pmol.m2.s),
Avaliou-se aos 14 dias de cultivo in vitro o
percentual de contaminagdo das sementes. A partir
das plantulas obtidas in vitro (8 semanas), foram
retradas as folhas e estas submetidas a 4
tratamentos com 15 repeticbes. Os tratamentos
foram constituidos por T1 (controle); T2 (2,5mg/L de
BAP e 2,5 mg/L de ANA); T3 (2,5 mg/L de BAP e
5,0 mg/L de ANA) e T4 (5,0 mg/L de BAP e 2,5
mg/L de ANA). Os frascos foram mantidos em sala
de crescimento, onde permaneceram por 60 dias
em temperatura de 25 +2°C na auséncia de luz. As
variaveis avaliadas foram porcentagem
contaminagdo por microorganismos e calogénese.
O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado e os dados obtidos, submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e teste de separacao
de médias de Tukey (p<0,05).

Resultados e discusséo

Em relacdo aos métodos diferenciais de
assepsia foram observadas diferencas significativas
(p<0,05), entre os tratamentos assépticos estudados
(Tabela 1). O tratamento 4, aonde as sementes
permaneceram durante 100 minutos em hipoclorito
de sadio (2,5%) apresentou 78 % de contaminagao,

superando os demais tratamentos, conforme tabela
1.

Tabela 1: Percentuais de sementes contaminadas de
Cedrela fissilis submetidas a diferentes tratamentos
assépticos, aos 14 dias de cultivo in vitro.

Tratamentos Contaminacao (%)
T1 100 a
T2 99 a
T3 98 a
T4 78 b
Os resultados obtidos no presente

estudo,diferem de Nunes (2000), que ndo obteve
contaminacédo utilizando hipoclorito de sédio 2,5%,
durante 75 minutos de imersédo das sementes com
este reagente, da mesma forma, Amaral (2006), que
obteve percentual de contaminagdo de 7%,
utiizando a concentracdo de hipoclorito de sédio
2%. Estas diferencas entre os percentuais de
contaminagdo, segundo Nunes (2000), dependem
da procedéncia da semente, do ambiente, do
periodo, da forma de coleta, do beneficiamento e
armazenamento das sementes. Além disso, Teixeira
et al., (1997), relatam que o alto indice de
contaminagdo em sementes, pode estar associado
a presenca de enddpatogenos que tornam a
desinfestac@o ineficientes por néo atingirem os
tecidos mais internos da semente.

A suplementacdo do meio de cultura com
reguladores de crescimento apresentou diferencas
significativas, em relagdo ao nimero médio de calos
obtidos aos 56 dias de cultivo in vitro. O destaque
ficou por conta do tratamento 2 (2,5 uM ANA e 2,5
uM BAP) que obteve 84% de calogénese (Tabela
2). Isso significa que, pode existir um estimulo da
calogénese quando utiliza-se pequenas doses de
fitorreguladores, da mesma forma como descrito por
Krikorian et al., (1991), e uma inibicdo quando
utilizado doses elevadas de fitorreguladores, como
relatado por Stoynova et al., (2004).

Tabela 2: Percentuais de calogénese de folhas de
Cedrela fissilis submetidas a diferentes
suplementagdes de reguladores de
crescimento, aos 56 dias de cultivo in vitro.

Tratamentos Calogénese (%)
T1 55b
T2 84 a
T3 25 ¢
T4 55 b
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Os resultados apresentados neste trabalho
diferem dos dados obtidos por Gerber (2013), que
trabalhou com C. fissilis, utilizando concentracdes
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de BAP 2,5 uM e ANA 5,0 uM, obtendo 74% de
calogénese, a partir de explantes foliares. Cabe
ressaltar que, Gerber (2013), utilizou outro meio de
cultura denominado Murashige&Skoog o qual
apresenta como caracteristica principal,maior
concentracdo de sais que o meio Vacin&Went
utiizado no presente estudo. Calos obtidos por
Nunes et al. (2003),a partir de segmentos nodais
cotiledonares de plantulas de Cedrela fissilis tiveram
resultados significativos, alcancando 100% de
calogénese em tratamentos contendo reguladores
de crescimento nas concentracbes de 2,5 uM de
BAP e 2,5 uM de ANA. O uso de segmentos nodais
como explantes, pode justificar o fato de Nunes et
al., (2003), apresentarem resultados positivos.

Em relagdo a rizogénese, apenas o
tratamento T1, com auséncia de reguladores de
crescimento,apresentou 26% de raizes. E provavel
gue, a rizogénese tenha ocorrido apenas no
tratamento 1, devido ao balanco enddgeno de
horménios, em virtude do acUmulo de auxinas
enddgenas, provenientes das folhas jovens serem
elevados (WAREING; PHILLIPS, 1981). A adicdo de
citocininas ao meio pode ter provocado a inibicao da
rizogénese (TAIZ e ZIEGER, 2006), por alterar o
balango enddégeno nas folhas jovens dos demais
tratamentos. Em segmentos nodais cotiledonares,

Pilatti (2011), utilizando BAP e ANA nas
concentragdes de 2,5 pM e 5,0uM, obtiveram a
formacdo de raizes. Gerber(2013), obteve

rizogénese em todas as combinagbes de BAP e
ANA, pois segundo a autora, os reguladores de
crescimento atuaram de forma diferenciada, devido
a variacdo de sacarose induzir alteragbes
enddgenas no balanco de auxinas e citocininas, que
em combinacdo com todas as concentragcdes
exdgenas fornecidas, atingiu o nivel 6timo para a
proliferacéo de raizes.

Conclusdes

A imersdo de sementes durante 100
minutos em hipoclorito de so6dio 2,5% foi o
tratamento mais eficiente para descontaminacao
das sementes proporcionando percentuais de
germinacdao in vitro de 10% para Cedrela fissilis.

A utlizacdo do meio de cultura V&W,
suplementado com 2,5 uM ANA e 2,5 uM BAP
proporcionou boas condicBes para calogenése in
vitro, mas ndo para a formacao de raizes.
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