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CONTROLE DE MORFOGENESE DO MOGNO (Swietenia macrophylia King)
CULTIVADO IN VITRO

A exploragdo de madeira realizada de forma indiscriminada, buscando espécies de alto
valor econdmico, tém levado vérias espécies ao perigo de extingdo e uma delas é o
mogno (Swietenia macrophylla). A madeira do mogno possui caracteristicas apreciadas
na fabricagdo de mdveis. Por essa razao, essa espécie sofre uma exploragdo intensiva.
O desenvolvimento de uma metodologia de regeneracdo de gemas, direta ou indireta,
poderia auxiliar na obtencao de um grande numero de mudas e no estabelecimento de
um protocolo de transformagdo genética da espécie. Com o objetivo de desenvolver
essa metodologia, foram utilizados trés tipos de explantes: fragmentos foliares de
plantas mantidas em casa de vegetagdo e, fragmentos foliares e de raizes de plantas
cultivadas in vitro. Os explantes sofreram desinfestagdo em etanol, hipoclorito de sédio
e enxagues em agua estéril. Em seguida, foram colocados em meio de cultura
Murashige e Skoog MS (1962) contendo trés quartos de sais, vitaminas do mesmo
meio, ZBOgL'1 de sacarose, auxinas (ANA e 2,4-D), citocininas (CIN, BA, TDZ e 2 IP) e
7gL" de agar (Agar Granulated Becton Dickinson). As varidveis testadas foram a
concentragcdo e o tipo de regulador de crescimento, a origem dos explantes e a
presenga ou ndo de luz durante a cultura. A cada 30 dias, os explantes foram
avaliados, através da contagem do numero de explantes formando calos e a
consisténcia dos calos, com o auxilio de um microscopio estereoscopico. Foram
obtidos calos a partir dos trés tipos de explantes. Nos explantes foliares de plantas
mantidas em casa de vegetagdo o maior numero de calos foi obtido em meios de
cultura com TDZ 0,18 uM.L" e 0,27 uM.L"' combinados, respectivamente, com 2,4-D 9,1 e
45 yM.L', na auséncia de luz. Ja, para explantes foliares de plantas crescidas in vitro,
os meios com BA 4,4 \MmL"' e ANA 0,54 yML"' e BA 8,9 umL' com ANA 0,11 e 0,54
uM.L", induziram o maior numero de calos. Em raizes crescidas in vitro utilizadas como
explantes, um dos maiores numeros de calos foi obtido no meio de cultura com BA 2,2
uM.L' e ANA 0,54 uMm.L', com 33 calos em 22 explantes de um total de 40. Raizes foram
obtidas a partir de calos e/ou do limbo foliar, nos explantes foliares das plantas
mantidas em casa de vegetacdo e crescidas in vitro, em meios de cultura com CIN e
ANA. Entretanto nao foi obtida a formagéo de gemas.

Palavras-chave: micropropagacao, calogénese; Meliaceae.
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1 INTRODUGAO

Na floresta Amazobnica, a extracdo de madeira € a principal atividade
comercial. Como a exploragdo é realizada de forma indiscriminada, buscando
espécies de alto valor economico, tem ocorrido alteragées drasticas dos
ecossistemas desta formagao florestal, colocando em perigo de extingdo varias
espécies, como 0 mogno por exemplo.

O mogno (Swietenia macrophylla King) espécie pertencente a familia
Meliaceae, possui folhas compostas e uma altura variando entre 25-30 m. Essa
espécie esta presente ndo s6 na Amazodnia, mas também em outras regidées do
Brasil, sendo particularmente frequente na regido sul do Para (LORENZI, 1996).

E uma espécie arbdrea de grande porte, com folhagem densa e seu fruto é
uma capsula lenhosa que contém numerosas sementes aladas (AMARAL, 1981). As
sementes sao dispersadas pelo vento e frequentemente escapam da predacgéo
(JANZEN, 1988).

A longevidade das sementes, quando armazenadas, € variavel, e objeto de
estudos. De acordo com MARRERO (1943) o armazenamento de sementes do
mogno a baixa temperatura pode conservar a viabilidade por mais de trés meses até
um ano. Em outros estudos, de germinagéao e longevidade, LEMOS (2001) confirmou
que, de modo geral, as sementes mantidas em baixa temperatura apresentam maior
percentagem de germinacéo (90%, apds um ano de estocagem) .

A regeneragéo natural do mogno € baixa. Em levantamentos realizados em
area de corte, foi encontrada 0,25 arvores/ ha de DAP (diametro na altura do peito)
igual ou superior a 30 cm, sendo que nessas areas as mudas s&o vraras‘
(VERRISSIMO et al., 1995).

Técnicas de cultivo in vitro podem ser usadas para permitir uma multiplicacéo
rapida, quando comparadas com as demais técnicas de propagagdo assexuada.
Com a utilizagdo da micropropagacao in vitro existe a possibilidade de aumentar o
nuimero de propagulos e conseqlente a multiplicagdo da espécie 'vegetél. Desta
maneira, a espécie nativa podera ser preservada no ecossistema no qual esta
inserida, interagindo e recebendo interagbes de outras espéci‘es, pois a exploragéo
sera reduzida. Ainda, mediante estas técnicas, genodtipos novos poderéo ser
produzidos apos inser¢do de genes nas ceélulas da planta, uma poSs_iVel,'aplicagéo



importante deste método seria a obtencdo de plantas resistentes a insetos, como
Hypsipyla grandella, cujo atague causa grandes estragos em plantios comerciais de
mogno, pois se ndo causar a morte da arvore pode provocar bifurcagéés do ramo
principal, impossibilitando seu uso madereiro (YAMAZAKI et al., 1990) .

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um protocolo de regeneragéo
de gemas adventicias a partir de explantes de folhas e raizes do mogno; o qual, uma
vez obtido, podera ser utilizado posteriormente para o desenvolvimento de novos

gendtipos pela transformagédo genética, ou para a micropropagagéo da espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA

Na exploracdo do mogno, quando séo retiradas arvores adultas, muitos
individuos jovens sdo destruidos tanto do mognd como de outras espécies, ja que a
espécie explorada ocorre normalmente em grupos e s&o utilizadas maquihas
pesadas para a retirada das a&rvores derrubadas, causando, também,
freqUentemente a compactagdo do solo, o que impede a germinagdo de sementes
(GRACA, com. pessoal, 2000). Como em outras espécies madeiraveis, as técnicas
de derrubada s&do: a derrubada seletiva de um numero pequeno de espécies,
seguida de corte e queima da vegetacdo ao redor. Isso pode destruir propagulos,
brotacdes e bancos naturais de semenies, prejudicando futuras regeneragdes.

A madeira do mogno & a mais valiosa da Amazonia (VERISSIMO et al., 1995)
e a primeira em volume explorado, com 899.105,52 toneladas exportadas no periodo
de 1980-1992 (BRASIL, 1992). Sua exploragdo excessiva pode ter efeitos drasticos
que vao desde a reducdo da populacdo natural e consequentemente da sua
variabilidade genética, até a extingdo da espécie, a qual pode iniciar uma cadeia de
reagbes levando a extingdo até de grupos inteiros de espécies, devido a
interdependéncia entre elas (FRANKEL & SOULE, 1981).

Essa exploracgdo intensiva do mogno € devida as caracteristicas e utilidades
da madeira, como fabricagdo de mdveis de luxo, acabamentos internos em
construcao civil para confecgdo de rodapés, molduras, assoalhos e venezianas. A
madeira ainda possui a vantagem de ter alta resisténcia ao ataque de cupins de
madeira seca (LORENZI, 1996). No momento, a extragdo da madeira do mogno esta
proibida por lei.

Trata-se de uma espécie monoica com sementes dispersadas pelo vento. O
numero destas por quilograma varia de 1300 a 2200, sendo o indice de germinagao
das sementes recém dispersadas variavel (85 % a 97%) e também pode atingir 60%
(LAMPRECHT, 1990). |

A regeneracao de plantulas através de técnicas in vitro é pré - condigdo para
insercdo de genes com o objetivo de tornar a planta resistente ao ataque da
Hypsipyla grandella. ‘

No que se refere ao cultivo in vifro do mogno, pouco se sabe a respeito da

metodologia para regeneracdo de plantas a partir de explantes foliares e raizes.



ALBARRAN e seus colaboradores (1997) utilizaram segmentos foliares de mogno
colocados em meio de MURASHIGE e SKOOG (MS, 1962) contendo a metade de
sua concentra¢do de sais, no qual obtiveram uma maior resposta, em termos de
regeneracdo de calos na presenga de Tidiazuron (TDZ) (0,9 uM) e &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (22,6 uM).

A regeneragdo de gemas adventicias a partir de explantes foliares do
Eucalyptus dunnii, foi obtida no meio MS com calcio diluido a 1/6 e com BA e ANA
num balangd de 5.1, regeneragdo de gemas axilares (JOBIN & TERMIGNONI,
1989). A partir de calos de flores de Dalbergia sissoo, colocados no meio MS (1962)
sem auxinas, com BA 2,2-8,8 uM foi alcangada a regeneragéo por HOSSAIN et al.
1994). A obtencado de dois tipos de calos, etapa da regeneragao indireta, foi obtida
também a partir de hipocétilos de Eucalyptus urophylla. Somente os calos
compactos foram capazes de regeneragao de brotos, no meio MS com TDZ 2,3 uM (
TIBOK et al., 1995).

Outras espécies da familia Meliaceae, além do mogno, tiveram seus tecidos
cultivados in vitro: folhas e raizes das espécies Naregamia alata, Azadirachta
excelsa e Azadirachta indica ("neem”). Estes serviram de base para obtencdo de
calos e, em alguns casos, de brotos (SHAJI et al., 1997; SALVI et al., 2001,
GIAGNACOVO et al., 2001).

Teoricamente, qualquer tecido pode ser utilizado como explante para o cultivo
in vitro (TORRES et al., 2000). O explante € um segmento de tecido ou drgdo
vegetal retirado do seu sitio natural e utilizado para iniciar uma cultura. Essé
possibilidade se baseia na teoria da totipoténcia das células vegetais (TORRES et
al., 1998), a qual se manifesta em momentos diferentes e sob estimulos apropriados.
E a potencialidade em iniciar um novo individuo a partir de explantes unicelulares ou
pluricelulares (TORRES et al., 2000).

A regeneracéo a partir dos explantes pode ser direta, quando a diferenciagéo
em gemas se da diretamente sem a passagem pela fase de calo, ou indiréta,
quando se forma primeiro um calo (grupo ou massa de células com crescimento
desordenado), o qual posteriormente se diferencia em gemas (TORRES et al.,
2000).



3 MATERIAIS E METODOS

Trés tipos de explantes foram utilizados: fragmentos de folhas de 36 mm?
com nervuras e de raizes com 6 mm de comprimento, de plantas provenientes de
sementes germinadas in vitro, e explantes foliares do mesmo tamanho de plantas
mantidas na casa de vegetagcdo do Departamento de Botéanica (ver tabela 1), na qual
apenas a intensidade luminosa € menor com relagdo ao meio externo. Os
fragmentos de folhas foram obtidos apds o corte das bordas. As nervuras foram
mantidas.

O meio de basico foi o meio MS com trés quartos da concentragéo de sais e
concentragdo de vitaminas normal, 30 gL' sacarose e 7gL’ agar (Agar
“Granulated” Becton Dickinson). O pH do meio foi ajustado em 5,8 antes da adigéo
do agar. Os meios foram autoclavados a 120°C por 20 minutos.

Os fatores estudados foram a concentragdo e tipo de regulador de
crescimento e a origem dos explantes. Foram testadas varias combinagbes de
citocininas [cinetina (CIN), benziladenina (BA), Tidiazuron (TDZ) e
isopenteniladenina (2iP)] e auxinas [&cido naftaleno-acético (ANA)' e acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D)] (ver tabelas 1 e 2). Em seguida, os calos foram
transferidos aos meios indicados nas tabelas 3 e 4.

Os explantes foram colocados em placas de petri contendo 20 ml de meio de
cultura solido. A superficie abaxial dos explantes foliares ficou em contato direto com
os meios e as culturas foram acondicionadas na cémara de crescimento do
Laboratdrio de Micropropagacgéo do Departamento de Botéanica, onde a temperatura
varia de 17 a 27°C, a intensidade luminosa € de + 40 umol. m?s'eo fotopeh'odo de
16 horas.

Os calos obtidos foram avaliados sob microscopio estereoscopio
considerando os seguintes critérios: numero de calos por explante, nimero de
explantes produzindo calos e se os calos sdo friaveis ou compactos (foi levado em
consideragdo que os calos fridveis, F, e compactos, C, tém aspectos semelhantes ao
da figura 1). A taxa de calogénese foi calculada dividindo o numero total vde'_calos
(N3) pelo numero de explantes com calos (N1). Ja a percentagem de explahtes com
calos foi obtida pela divisdo do nimero de explantes com calos (N1) pelo numero

total de explantes (N2).



Para analise dos dados foi aplicado o teste ndo paramétrico do Qui-quadrado.

TABELA 1 - ORIGEM DOS EXPLANTES, IDADE DAS MATRIZES, MEIOS DE
CULTURA INICIAIS E TRATAMENTOS LUMINOSOS APLICADOS
NOS EXPERIMENTOS DO MOGNO

EXPLANTE ORIGEM |EXPERIMEN MEIOS DE IDADE APROX. |ILUMINAC
TO CULTURA DAS PLANTAS AO (LUZ)
MATRIZES
in vitro 3141 150 dias Auséncia
3.1.2 0,1,2,3,4,56 210dias  Auséncia
3.1.3 60 dias Auséncia
3.21 7e8 4 anos  Presenca
folhas 3.2.2 4 anos Presenca e
telado 323 auséncia
4 anos e 2 meses Auséncia
3.24 0,1,2,3,4 4anosed4 meses  Auséncia
3.25 0,1,2,3,4,5,6 4anose7meses Auséncia
3.2.6 0,1,2,3,4, 56 4anose8 meses Auséncia
raizes in vitro 3.31 150 dias Presencga
3.3.2 0,1,2,3,4,56 220 dias Auséncia e
‘ Presenca
in vitro 341 90 e 160 dias Auséncia
342 0,1.1,2.2, 3.3, 90 dias Auséncia
folhas 343 44 55e6.6 99 dias  Auséncia
3.51 4 anos e 9 meses Auséncia
3.5.2 0,1.1,22,3.3, 4anose 11 meses  Auséncia
telado 3.5.3 44 55e6.6 2 anos e meio  Auséncia
3.6.1 Entre 90 e 160 Auséncia
) 0,1.1,22, 3.3, dias
raizes In vitro 36.2 44,5566 107 dias  Auséncia
3.6.3 110 dias Auséncia




TABELA 2 - CONCENTRAGOES (EM MG.L™" - uM) DOS REGULADORES DE
CRESCIMENTO DOS MEIOS DE CULTURA, UTILIZADOS NA
CULTURA DE EXPLANTES FOLIARES '

MEIOS DE CIN ANA MEIOS DE BA | ANA
CULTURA | CULTURA |
0 0 0 11 05-2,2 0,02-011
1 05-23  0,02-0,11 2.2 05-22 0,10-0,54
2 05-23 0,10-0,54 3.3 1-44  0,02-0,11
3 1-4,7  0,02-0,11 4.4 1-44  0,10-0,54
4 1-4,7 0,10 -0,54 55 2-88 0,02-0,11
5 2-93  0,02-0,1 6.6 2-88  0,10-0,54
6 2-93 0,10-0,54 14 1-44 1-5,37
T0Z | 24D
77 004-0,18 2-91
8  0,06-0,27 1-45

TABELA 3 - CONCENTRAGOES DOS REGULADORES DE C'RESCIMENTO‘(EM
MG.L™- uM) UTILIZADOS NA SUBCULTURA DOS CALOS OBTIDOS
NOS MEIOS 1 A8

MEIOS DE TDZ 2,4D BA 2IP ANA
CULTURA
9 002-009 05-23 0 0 0
1 0 0 02-088 05-25 1-54
12 0 0 02-008 05-25 02-1,1

TABELA 4 - CONCENTRAGOES (EM MG.L"' - uM) DOS REGULADORES DE
CRESCIMENTO UTILIZADOS NA SUBCULTURA DOS CALOS
OBTIDOS NOS MEIOS 1.1 A0 6.6

MEIOS DE BA 2iP CIN ANA -
CULTURA : L
12 0,2-0,88 0,5-2,5 0 02-1,1
15 0 0 0,25-0,88 05-27

16 0 0 0,25-10,88 1,0-54



3.1 EXPERIMENTO : EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS CRESCIDAS IN
VITRO NOS MEIOS COM CIN E ANA

Experimento 3.1.1

Os explantes foliares medindo 6 cm por 6 cm, foram colocados com a
superficie abaxial em contato com os meios de 0 a 6 (ver tabela 2), em quatro placas
por meio de cultura num total de 28 placas com 5 fragmentos cada, sem
desinfestagdo (nos outros experimentos houve desinfestagdo devido & testes
preliminares, que demonstraram essa necessidade) e foram mantidos na camara de

crescimento.
Experimento 3.1.2

Os explantes sofreram desinfeccdo em etanol (96%), em seguida
permaneceram em hipoclorito de sédio a 6% por quinze minutos e entdo foram
enxaguados em agua estéril trés vezes. Depois foram transferidos para os meios 0 a
6, em quatro placas por meio, com 5 fragmentos cada e mantidos na camara de

crescimento.
Experimento 3.1.3
Os explantes sofreram desinfeccdo e distribuicdo nos meios idem ao

experimento anterior, com a excegédo de que foram enxaguados em agua esteril com

Polyvinylpurrolidon PVP (1g.L™") por trés vezes para'evitar a oxidagado dos tecidos.



3.2 EXPERIMENTO : EXPLANTES FOLIARES, GERALMENTE TERCEIRA E
QUARTA FOLHAS, DE PLANTA DA CASA DE VEGETACAO

Experimento 3.2.1

A desinfeccdo dos explantes foi realizada da seguinte maneira: vinte
segundos em etanol (96%), dez minutos em hipoclorito de sodio 2%, sendo em
seguida enxaguados por trés vezes em agua esterilizada e transferidos para os
meios de cultura 7 e 8. No total foram utilizadas 12 placas, com 4 explantes cada
placa, sendo 6 placas para cada tratamento.

Os explantes foram analisados apds 30 e, aos 60 dias foram colocados nos
meios 0 e 9. Onde permaneceram por 30 dias. A seguir, foram transferidos para o
meio 9, onde permaneceram mais 30 dias e em seguida para o meio 11. Depois de
60 dias, esses explantes foram transferidos para o meio 12 e, apdés 30 dias,

novamente para o meio 11.
Experimento 3.2.2

Os explantes foram desinfestados durante vinte segundos em etanol (96%),
seguido de dez minutos em hipoclorito de sddio 2,4% e enxaguados trés vezes em
agua estéril. Foram distribuidos em 20 placas, nos meios 7 e 8, das quais 10 placas
foram mantidas a luz e 10 no escuro, com 4 explantes em cada placa. As avaliagbes
foram realizadas apds 30 dias e 60 dias, e apos esta ultima, distribuidos em nimero
igual entre os meios 0 e 9. Decorridos 60 dias, os explantes foram transferidos para
o meio 11, onde permaneceram por igual periodo. Em seguida, foram avaliados e
repicados para o meio 12, apds 30 dias, foram novamente transferidos para o meio
11.

Experimento 3.2.3

Os explantes, apos sofrerem a mesma desinfestagdo que no experimento
anterior, foram transferidos para os meios 7 e 8, num total de 14 placas, sendo a
metade para cada meio, com 4 explantes em cada placa. Decorridos 60 dias, foram
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distribuidos entre os meios 0 e 9. Apds 0 mesmo periodo, foram avaliados e

transferidos para o meio 11, no qual permaneceram por aproximadamente 60 dias.

Experimento 3.2.4

As folhas foram desinfectadas por 20 segundos em etanol (86%), em seguida
20 minutos em hipoclorito de sodio 1,5% e depois foram enxaguadas trés vezes em
agua estéril. Entao foram colocadas nos meios 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6, sendo 4 placas
por meio com 5 explantes cada. Apés trinta dias, os explantes foram analisados e
transferidos para os mesmos meios. Depois de um periodo de 60 dias, os explantes

foram colocados no meio 11.
Experimento 3.2.5

As folhas foram desinfestadas por 20 segundos em etanol (96%), em seguida
15 minutos em hipoclorito de sodio 2% e depois enxaguadas trés vezes em agua
estéril com PVP (1g.L™"). Em seguida, os explantes foram colocadas nos meios 0, 1,

2, 3,4, 5e 6, sendo 4 placas por meio, com 5 explantes cada.
Experimento 3.2.6
Repeticdo do experimento 3.2.5, com a excegéo de que os explantes foram

transferidos para o meio 11, onde permaneceram por 60 dias e depois foram

colocados no meio 19.



11

3.3 EXPERIMENTO : EXPLANTES RAIZES SECUNDARIAS DE PLANTAS
CRESCIDAS IN VITRO, COM 150 DIAS, NOS MEIOS COM CIN E ANA

Experimento 3.3.1

Os explantes utilizados foram desinfectados por 20 segundos em etanol
(96%), 7 minutos em hipoclorito de sédio a 2,4% e enxaguados trés vezes em agua
estéril. Em seguida, foram colocados nos meios 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 e mantidos na

luz. O numero de placas foi 4 por meio, com 10 explanes por placa.
Experimento 3.3.2

Os explantes foram desinfectados em etanol (96%), imersos por 10 minutos
em hipoclorito de sédio a 2,4% e enxaguados trés vezes em agua estéril com PVP
(1g.L™). Os explantes foram colocados nos meios 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 e mantidos por
uma semana no escuro. O numero de placas utilizadas e o numero de explantes por
placa foram os mesmos do experimento anterior.
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3.4 EXPERIMENTO : EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS GERMINADAS IN
- VITRO NOS MEIOS COM BA E ANA

Experimento 3.4.1

Os explantes foliares sofreram desinfeccdo em etanol (96%), em seguida
foram imersos por 15 minutos em hipoclorito de sédio a 0,6% e enxaguados trés
vezes em agua estéril com PVP (1g‘L‘1)‘ Entao foram colobados nos meios 0, 1.1,
2.2, 3.3,4.4, 5.5 e 6.6, sendo cinco explantes em cada placa, num total de 4 placas

por meio. Apés 60 dias foram avaliados e transferidos para os meios 0 e 12.
Experimento 3.4.2

Os explantes utilizados foram desinfectados em etanol (96%), imersos pof 8
minutos em hipoclorito de sodio a 0,6% e enxaguados trés vezes em agua estéril
com PVP (1g.L™"). Depois foram colocados nos meios e distribuidos igUalmente ao
experimento 3.4.1.

Apds 60 dias os explantes foram avaliados novamente e transferidos parao

meio 15.
Experimento 3.4.3

Ildem ao experimento 3.4.2, diferindo apenas na idade dos explantes, nove

dias mais velhos, e na transferéncia para o meio 16 apods 60 dias.
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3.5 EXPERIMENTO : EXPLANTES FOLIARES, GERALMENTE TERCEIRA E
QUARTA FOLHAS, DE PLANTAS DA CASA DE VEGETAGAO

Experimento 3.5.1

Os explantes sofreram desinfeccdo em etanol (96%) por 20 segundos,
imers&o por 15 minutos em hipoclorito de sédio a 1,8% e trés enxagues em &gua
estéril com PVP (1g.L"). Em seguida foram transferidos para os meios 0, 1.1, 2.2,
3.3, 44, 55 e 6.6, ‘em 4 placas por meio num total de 28 placas, sendo cinco
explantes por placa.

Depois de 60 dias os explantes foram avaliados novamente e repicados para

0 meio 12.
Experimento 3.5.2
A desinfecgdo dos explantes foi semelhante a do experimento 3.5.1. Os meios
utilizados foram os mesmos e o total de placas foi 21, trés placas por meio, com 10
explantes por placa.
Depois de 60 dias os explantes foram transferidos para o meio15.

Experimento 3.5.3

Procedimento idéntico ao experimento anterior. Apdés 60 dias, foram

transferidos para o meio 16.
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3.6 EXPERIMENTO : EXPLANTES RAIZES SECUNDARIAS DE PLANTAS
CRESCIDAS /N VITRO NOS MEIOS COM BA E ANA

Experimento 3.6.1

Foram utilizados explantes desinfestados em etanol (96%), imersos por 8
minutos em hipoclorito de sédio a 2% e enxaguados trés vezes em agua estéril com
PVP (1g.L™"). Em seguida foram transferidos para os meios 0, 1.1, 2.2, 3.3,44,55¢
6.6, sendo 4 placas por meio, com 10 explantes cada placa.

Depois de um periodo de 60 dias os explantes foram repicados para os meios
15 e 16.

Experimento 3.6.2

Repeticdo do experimento 3.6.1, com excegbes: a idade dos explantes (ver

tabela 1) e a transferéncia apds 60 dias foi somente para o meio 16.
Experimento 3.6.3

Foram utilizados explantes com laproximadamente 110 dias de idade, os quais
sofreram desinfetagdo em etanol (96%) um enxague de 20 segundos, imerséo por 8
minutos em hipoclorito de sodio a 0,6% e enxaguados trés vezes em agua esteéril
com PVP (1g.L™"). Em 'seguida foram transferidos para os meios O, 1.1,2.2, 3.3, 4.4,
5.5 e 6.6, em 4 placas por meio, com 10 explantes por placa.

Apos o periodo de 60 dias os explantes foram repicados para o meio 15.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 3.1: EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS CRESCIDAS IN
VITRO NOS MEIOS COM CIN E ANA

Experimento 3.1.1

VA calogénese so foi observada nos explantes cultivados nos meios 3 (CIN
4,7uM e ANA 0,11uM), 4 (CIN 4,7 uM e ANA 0,54 uM) e 6 (CIN 9,3 uM e ANA 0,54
uM) ndo havendo uma diferenga significativa entre os trés tratamentos, nem na
percentagem de explantes formando calos nem na taxa de calogénese (ver tabela 4
e apéndice, tabela 2). Este resultado indica que uma concentragdo de CIN a 2,3 uM
foi insuficiente para induzir a formac&o de calos, quando combinado a 0,11 ou 0,54
uM de ANA. Ja a concentracédo de CIN a 4,7 uM combinada com 0,11 e 0,54 uM de
ANA, e 9,3 uM com 0,54 uM de ANA, induziram a calogénese, embora a taxa de

calogénese seja baixa (25%).
Experimento 3.1.2

Foi observada a presenga de calos apenas nos meios 2 (CIN 2,3 e ANA 0,54
uM) e 5 (CIN 9,3 uM e ANA 0,11 uM) (ver tabela 4 e épéndice, tabela 3).

Comparando os experimentos 3.1.1 e 3.1.2, sob as mesmas condi¢des, pode
ser verificada uma diferenca de resultado, com relagéo a calogénese nos diferéntes
meios. Esse resultado pode ser devido a diferenca de idade dos explantes utilizados

ou épocas dos experimentos (ver tabela 1).
Experimento 3.1.3

Na avaliagdo dos explantes apos 30 dias, pode ser observada a calogénese
nos meios 1 (CIN 2,3 e ANAO,11 uM), 2 (CIN 2,3 e ANA 0,54 uM), 4 (CIN 47 e ANA
0,54) e 5 (CIN 9,3 e ANA 0,11 uM) a taxa dé calogénese foi baixa, porér/n maior que
no experimentos 3.1.1 e 3.1.2 ( ver tabela 4} e apén‘dice, tabela 4). A diferenca no

resultado com relagdo a calogénese, entre os experimentos 3.1.1, 3.1.2 e 3.1.3,
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provavelmente foi devida a diferenga de idade dos explantes. As idades dos
explantes foram 150, 210 e 60 dias respectivamente e o maior nimero de calos foi
obtido nos explantes que foram retirados de plantas mais jovens e cultivados no
meio 4. Nos meios 3 (CIN 4,7 e ANA 0,11 uM) , 4, 5 e 6 (CIN 9,3 e ANA 0,54 uM),
alguns explantes apresentaram raizes adventicias, um explante de vinte no meio 3,
2 explantes de 10 no meio 4, um explante de 20 no meio 5 e no meio 6 dois
explantes com raizes dentre 20 explantes. A maioria das raizes foi observada na
superficie adaxial dos explantes foliares. A formagdo de raizes também pode ser
influenciada pela idade das plantas, j& que as raizes s6 puderam ser observadas
apos 30 diaé nos meios citados e no experimento 3.1.3. Entretanto, os explantes
mantidos por 60 dias no meio 2 (Experimento 3.1.2) também desenvolveram raizes,
porém em menor numero, duas raizes, em comparagao com 12 do experimento
3.1.3. Logo podemos concluir que certas combinagdes de CIN e ANA podem induzir
a formagéo de calos e também a formag&o de raizes (ambos em pouca quantidade).
As combinagdes de CIN 4,7 e ANA 0,11 uM e a 0,54 uM foram as que induziram os
maiores numeros de raizes com 4 raizes em cada meio (meios 3 € 4).

Com relagado a taxa de calogénese, a qual leva em consideragdo o numero
total de calos pelo numero de explantes com calos, as concentragdes de CIN a 4,7
uM e 9,3 uM combinadas, respectivamente, com ANA a 0,54 e 0,11 uM, (meios 4 e
5) mostraram os melhores resultados. No entanto no experimento 3.1.1 foi detectado
resultados diferentes dos outros experimentos, isso pode ser devido a idade das
plantas matrizes, das quais foram retirados os explantes ou fatores n&o

determinados (ver tabela 4).
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EFEITO DE COMBINACOES DE CIN E ANA NA FORMACAO DE

CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS DE MOGNO
CULTIVADAS /N VITRO, DEPOIS DE 30 DIAS NA AUSENCIA DE
LUZ |

A) Percentagem de explantes com calos

CONCENTRACAO (uM)

EXPERIMENTO

CIN | ANA 3.1.1 3.1.2 313
23 0,11 0 0 10
23 0,54 0 25 10
47 0,11 19 0 0
47 0,54 25 0 70
9,3 0,11 0 6 10
9,3 0,54 25 0 0

B) Taxa de calogénese
CONCENTRAGAO (uM) EXPERIMENTO

CIN | ANA 311 | 312 3.1.3
2,3 0,11 0 0 1,5
23 0,54 0 3 1
47 0,11 23 0 0
4,7 0,54 22 0 4
9,3 0,11 0 1 5
9,3 0,54 2 0 0
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4.2 EXPERIMENTO 3.2: EXPLANTES FOLIARES, GERALMENTE TERCEIRAE
QUARTA FOLHAS, DE PLANTA DA CASA DE VEGETAGAO

Experimento 3.2.1

Quando foram utilizados explantes de folhas de planta da casa de vegetacéo,
houve calogénese em 100% dos casos nos dois meios 7 (TDZ 0,18 e 2,4-D 9,1 uM)
e 8 (TDZ 0,27 e 2,4-D 4,5 uM). Foram observados calos de coloragéo branca, verde

e parda, com a taxa de calogénese sendo superior no meio 7 (ver tabela 5).

TABELA 5- FORMAGCAQO DE CALOS EM EXPLANTES FOLM:RES DE PLANTA
DE MOGNO MANTIDA EM CASA DE VEGETACAO, APOS 30 DIAS

MEIOS DE CULTURA | % DE EXPLANTES COM TAXA DE
CALOS (N1/N2) CALOGENESE -
(N3/N1)
7 100 (8/8) 22,6 (181/8)

8 100 (11/11) 12,8 (141/11)

Depois de 60 dias nos meios 7 e 8, foi observado um aumento no numero de
calos, porém quando os explantes foram transferidos aos meios 0 e 9, o0 numero de
calos continuou aproximadamente igual.

Nesse experimento os explantes foram transferidos ao meio 11, com BAa 0,9
uM» combinado a 2il5 2,5 uM e a ANA 54 uM, novos calos verdes de consisténcia
compacta tiveram origem a partir de calos escuros compactos ou da propria folha,

nas superficie abaxial e adaxial, aumentando assim o numero de calos de 68 para
| 118 de coloragéo verde (ver Figura 2).
No meio 12 (BA 0,9 uM e 2iP 2,5 uM e ANA a 1,1 uM), foi observada uma

diminuicdo no numero de calos verdes para 89 e aumento de calos pardos.

Experimento 3.2.2

Houve uma elevada formag&o de calos, nos dois meios 7 e 8, atingindo 100%
quando os explantes foram mantidos no escuro. A taxa de calogénese foi mais
elevada quando os explantes foram mantidos no escuro e no meio 7, e ,aumentou

no periodo de avaliagdo de 30 e 60 dias (ver apéndice, tabela 6).
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Em geral, o nimero de calos nos meios 0 e 9 (TDZ 0,09'uM e2,4-D23 gM)
depois de 30 dias nesses meios, continuou aproximadamente igual com uma
pequena variacdo ver tabela 6, quando comparado aos meios anteriores 7 e 8. No
entanto, a variagdo do numero de calos pode ser devida a dificuldade de avaliac&o,
uma vez que os calos cresceram e se uniram.

Nao houve diferenciacdo de gemas nos calos.

TABELA 6 - CALOGENESE EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTA DA CASA
DE VEGETAGCAO, MANTIDOS NO ESCURO E NA LUZ, APOS O

SUBCULTIVO
MEIOS DE | APOS 60 DIAS, TAXA DE MEIOS DE APOS 30 TAXA DE
CULTURA " % DE CALOGENESE |CULTURA DO | DIAS %, DE | CALOGENESE
INICIAIS EXPLANTES (N3/N1) SUBCULTIVO | EXPLANTES (N3/N1)
COM COM CALOS
CALOS(N1/N2) (N1/N2) o
7 100 (8/8) 50 (400/8) 9 100 (8/8)  49,50(396/8)
8 100 (8/8) 54,37 (435/8) 100 (8/8) 49,37(395/8)
7 100 (3/3) 53 (168/6) 0 100 (3/3) . 50(150/3)
8 100 (8/8) 54,12 (433/8) 100 (8/8) 54,25(434/8)

Nos meios 7 e 8 surgiram os primeiros calos, de coloragdo parda ou branca,
de consisténcia friavel ou compacta, e calos verdes compactos, na preseng;a deluze
no escuro. O numero de calos aumentou no decorrer de 60 dias. Depois de 30 dias
nos meios 9 e 0, os explantes foram novamente avaliados. Foi observado calos de
cores e consisténcia ja citadas, exceto calos verdes, e ainda calos pardos escuros e
calos amarelados. O numero de calos pode ter aumentado, n&o haVendo uma
grande diferenca entre os meios 9 e 0, mas a uniao de alguns calos pode ter
“mascarado” o resultado (ver, tabela 6). Apés o subcultivo dos calos dos meios 9 € 0
para o meio 11, na presenga de luz, os calos verdes puderamvser }-obse_rvados
novamente e enquanto eles permaneceram nesse meio a formagdo de calos
continuou (226 calos verdes).

Os mesmos explantes quando transferidos para o meio 12 (BA 0,9 uM e 2iP
2,5 uM e ANA a 1,1 uM), na presenga de luz, apresentaram um numero menor de
calos verdes (151). -

Nos experimentos 3.2.1 e 3.2.2, apesar das diferenc;as na faxal de
calogénese, j4 que no experimento 3.2.1 a taxa de calogé_ne‘se nao foi alta, como no
experimento 3.2.2, também existiu uma semelhanca nos reSuliados; ‘pois nos dois
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experimentos pode-se observar a presenca de calos pardos, brancos e verdes. No
experimento 3.2.2 em condi¢cdes de escuriddo, foi detectado o desaparecimento de
calos verdes somente na presenca de luz, nos meios 0 e 9 (TDZ 0,09 uM e 2,4-D 2,3
uM) e reaparecimento de novos calos verdes a partir de calos pardos ou do limbo

foliar.

Experimento 3.2.3

A percentagem de explantes com calos e a taxa de calogénese, foram
menores se compararmos os resultados deste experimento (tabela 7) com os dos
experimentos 3.2.1 e 3.2.2 (ver tabelas 5 e 6 e apéndice, tabela 6). Entretanto existiu
uma semelhanga nos resultados, pois nos trés experimentos pudemos observar a
presenca de calos pardos, brancos e verdes.

No entanto no experimento 3.2.3, ao contrario dos experimentos 3.2.1 e 3.2.2,
observou-se uma aumento do numero de calos nos meios 0 e 9 (TDZ 0,09 uM e 2 4-
D 2,3 uM) e em nenhum dos dois meios utilizados houve o aparecimento de calos
verdes.

A percentagem de explantes com calos € o numero de calos menor pode ser
devido a mudanca de estagdo de outono para inverno, pois a diferen¢a de idade de
poucos meses nos explantes de plantas da casa de vegetagdo ndo mostrou grande
interferéncia nos resultados, isso estd demonstrado nos experimentos 3.3.1, 3.32 e

3.3.3 a sequir.

TABELA 7 - FORMACAO DE CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTA
DE CASA DE VEGETAGCAO, MANTIDOS NO ESCURO

Avaliacdo MEIOS DE CULTURA | % DE EXPLANTES TAXA DE
COM CALOS (N1/N2) | CALOGENESE
(N3/N1)
30 dias 7 88 (8/9) 12,87(103/8)
8 54 (7/13) 4,71(33/7)
60 dias 7 100 (9/9) 27,90(251/9)
8 55 (5/9) 13,2(66/5)

Nos meios 0 e 9, observou-se um aumento no n° de calos das mesmas
coloragées: brancos ou pardos, e consisténcias friaveis e compactas, as quais foram
observadas também nos meios 7 (TDZ 0,18 e 2,4-D 9,1 uM) e 8 (TDZ 0,27 e 2,4-D
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4,5 uM). Entretanto o meio sem reguladores do crescimento (0) induziu um maior

numero de calos que o meio 9, com TDZ e 2,4-D (tabela 7 e 8).

Nesses explantes, quando transferidos ao meio 11 (BA a 0,88 uM combinado

a2iP 2,5uM e a}ANA 5,4 uM), também pode ser observado um aumento no numero

de calos, ja a coloragdo dos calos e a consisténcia permaneceram as mesmas . Nao

foi observada a formacao de gemas nem de raizes nesses calos.

TABELA 8 - FORMACAO DE CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTA
DE CASA DE VEGETACAO, PROVENIENTES DOS MEIOS 7 E 8,
MANTIDOS NO ESCURO

AVALIACAO MEIOS % DE TAXA DE
EXPLANTES CALOGENESE
COM CALOS (N3/N1)
(N1/N2)
0 62 (5/8) 33,60(168/5)
Antes do subcultivo
nos meios 7 e 8 9 63 (7/11) 26,43(185/7)
0 100 (6/6) 52,83(317/6)
30 dias apos o
subcultivo 9 100 (7/7) 28,14(197/7)

Em conclusdo, nos experimentos 3.2.1 a 3.2.3, observamos que a

concentracédo de TDZ 0,18 uM combinada com 2,4-D 9,1uM (meio 7), na presenga e

auséncia de luz, provocou a formacéo de calos na maioria dos explantes ver N1 e

N2 tabelas 5 e 7, assim como altas taxas de calogénese (tabela 9).

TABELA9- RESUMO DOS RESULTADOS DOS EFEITOS DE COMBINACOES
NA FORMACAO DE CALOS EM
FRAGMENTOS FOLIARES DE PLANTA CULTIVADA NO TELADO,

DE TDZ E 24-D

DEPOIS DE 30 DIAS NA PRESENGA OU AUSENCIA DE LUZ

(LM)

A. Percentagem de explantes com calos

MEIOS [EXPERIMENTO321| EXP.322 | EXP.323

7 100 90 85

Claro 8 100 86 84
7 94 100 88

Escuro 8 80 100 54

B. Taxa de calogénese
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MEIOS j EXPERIMENTO 3.2.1 ] EXP.3.2.2 LEXP. 323

Claro 7 22,6 29 21
8 12,8 17,2 11

Escuro 7 27,9 43 - 12,9
8 22,3 37,8 7.7

Experimento 3.2.4

Houve formacao de calos nos meios 2 (CIN 2,3 uM e ANA 0,54 uM) e 4 (CIN
4,7 uM e ANA 0,54 uM (ver apéndice, tabela 7), diferindo um pouco do experimento
3.1.1(explantes de folhas in vitro), pois neste apareceram calos nos meios 3 (CIN
4 7uM e ANA 0,11 uM), 4 e 6 (CIN 9,3 uM e ANA 0,54 uM). Logo no meio 4 houve
calogénese nos dois experimentos (explantes de folhas in vifro e da casa de
vegetagao). As concentragbes e combinagbes de CIN e ANA do meio 3 induziram a
calogénese somente no experimento 3.1.1.

Nos experimentos 3.1.2 (explantes folhas in vitro) e 3.2.1 (explantes foliares
de casa de vegetacao), houve formacéo de calos apenas nos meios 2 e 5 (CIN 9,3
uM e ANA 0,11 uM) e 2 e 4, respectivamente, o que mostra que o meio 2 (CIN 2,3
uM e ANA 0,54 M) pode induzir a calogénese nos explantes foliares de plantas
mantidas em condi¢des diferentes. Nos experimentos 3.1.1 e 3.2.1, houve também a
formagao de calos no meio 4.

No meio 11(BA 0,88 uM, 2IP 2,5 uM e ANA 54 uM) foi observado um

aumento do numero de calos.
Experimento 3.2.5

A calogénese foi observada nos meios 2 (CIN 2,3 uM e ANA 0,54 uM), 4 (CIN
4,7 uM e ANA 0,54 uM) e 6 (CIN 9,3 uM e ANA 0,54 uM) (ver apéndice, tabela 8),
porém o numero de calos, comparado com o0 numero obtido nos outros experimentos
utilizando fdlhas, foi o menor observado apés 30 dias, com 2 calos nos meios2e 4 e
3 calos no meio 6. Entretanto, a presenca de calos somente nesses meios confirmou

o resultado do experimento 3.2.4.
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Os explantes avaliados apds 30 dias, demonstraram formag&o de calos

apenas nos meios 2, 4 e 6 (ver apéndice, tabela 9). Esse resultado foi igual a do

experimento 3.2.5

Comparando os experimentos 3.2.4, 3.2.5 e 3.2.6 (ver tabela 10), foram

observados os mesmos resultados, mesmo havendo alguma diferenca de idade das

plantas e de tempo entre os experimentos. Esses resultados demonstraram que a

concentragdo de ANA a 0,11 uM ndo induziu a formacgéo de calos.
TABELA 10 - RESUMO DO EFEITO DE COMBINAGCOES DE CIN E ANA NA
FORMACAO DE CALOS, NA AUSENCIA DE LUZ POR 30 DIAS, EM
EXPLANTES FOLIARES RETIRADOS DE PLANTAS CULTIVADAS
NA CASA DE VEGETACAO.

A) Percentagem de explantes com calos

CONCENTRAGCAO (uM)

EXPERIMENTO

CIN | ANA 3.3.1 332 333
2,3 0,11 0 0 0
2,3 0,54 6,3 13 15
4,7 0,11 0 0 0
4,7 0,54 38 10 15
9,3 0,11 0 0 0
9,3 0,54 N.D" 5 40
(1) ndo determinado
B) Taxa de calogénese
CONCENTRAGAO (uM) EXPERIMENTO
CIN | ANA 3.31 ] 3.3.2 | 3.3.3
2,3 0,11 0 0 0
2,3 ' 0,54 5 1 3
47 0,11 0 0 0
4,7 0,54 2,3 1 1,3
9,3 0,11 0 0 0
N.D 3 2,5

9,3 0,54

As maiores taxas de calogénese e percentagens de explantes com calos,

foram obtidas em meios de cultura diferentes, pois uma maior taxa de calogénese

em determinado meio ndo correspondeu a uma maior percentagem de explantes

com calos nesse mesmo meio. Isso indica que ndo houve correlagdo entre esses

dois fatores.
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As combinagdes de CIN (2,3 uM e 9,3 uM) e ANA (0,54 uM) (meios 2 e 6),
foram capazes da indugdo das maiores taxas de calogénese, porém as maiores
percentagens de explantes com calos foram obtidas nos meios 4 e 6, isso demonstra
que fatores nao determinados influem de modo diferente nessas variantes.
Entretanto, no experimento 3.2, os resultados obtidos demonstraram que para os
explantes de planta de casa de végetagéo nos meios 7 (TDZ 0,18 e 2,4-D 9,1 uM) e
8 (TDZ 0,27 e 2,4-D 4,5 uM), tanto a taxa de calogénese quanto a percentagem de
explantes com calos foram elevadas.

Em todos os experimentos com folhas, a origem dos calos foi a mesma, a
partir das bordas do limbo foliar, das nervuras central e laterais e em diferentes
regides do limbo, porém um maior numero cerca de 80% dos calos foi originado das
nervuras centrais, laterais e das bordas do limbo.

Nos experimentos com plantas de casa de vegetagéo nos méios 0,1, 2 3 4,
5, 6, ndo foram observadas a formacao de raizes. Entretanto, os explantes retirados
dos meios 1 (CIN 2,3 e ANA 0,11 uM), 2 (CIN 2,3 e ANA 0,54 uM), 5 (CIN 9,3 e ANA
0,11 uM), 6 (CIN 0,3 € ANA 0,54 uM) e transferidos para o meio 11(BA 0,88, 2IP 2,5
e ANA 5,4 uM), originaram raizes a partir do limbo foliar apés trinta dias. Apos um
periodo de 60 dias, os explantes foram repicados para o meio 19 (TDZ 0,3 e ANA
5,4uM). O nuimero de raizes aumentou, nos explantes retirados dos meios 2, 4 (CIN
4,7 e ANA 0,54 uM) e 6.
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4.3 EXPERIMENTO 3.3: EXPLANTES RAIZES SECUNDARIAS DE PLANTAS
CRESCIDAS /N VITRO, COM 150 DIAS, NOS MEIOS COM CIN E ANA

Experimento 3.3.1

Os explantes permaneceram no escuro nos meios: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 por 30
dias e nado demonstraram nenhum tipo de resposta. Esses explantes foram
repicados para os mesmos meios e depois de mais 30 dias, no claro, observou-se a
presenca de poucos (5) calos, apenas no meio 2 (CIN 2,3 uMe ANA 0,54 uM).

Os explantes foram analisados novamente com 90 dias, nos meios ja citados,

e o resultado, considerando o numero de calos, foi 0 mesmo.
Experimento 3.3.2
Os explantes permaneceram uma semana no escuro e depois foram

transferidos para a luz. Apds 30 dias foram avaliados e ndo demostraram nenhuma

resposta. Depois de mais 30 dias o resultado continuou 0 mesmo.
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4.4 EXPERIMENTO 3.4.: EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS GERMINADAS IN
VITRO NOS MEIOS COM BA E ANA

Experimento 3.4.1

A maioria dos calos formados eram brancos, de consisténcia compacta, com
a parte externa friavel, originados das bordas e nervuras dos explantes. Nos meios
1.1 (BA 2,2 e ANA 0,11 uM) e 3.3 (BA 4,4 e ANA 0,54 uM) foram encontradas as

maiores taxas de calogénese (tabela 11).

TABELA 11 - EFEITO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO (uM) NA
CALOGENESE EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS /N
VITRO, MANTIDOS NO ESCURO, OBSERVADA APOS 30 DIAS.
EXPERIMENTO 3.4.1.

% DE EXPLANTES COM TAXA DE N°DE N° DE

CALOS (N1/N2) CALOGENESE |EXPLANTES COM| EXPLANTES

BA ANA (N3/N1) CALOS UNIDOS | COM CALOS
EM TODAS AS | UNIDOS NA

BORDAS NERVURA

CENTRAL

0 0 0 0 0 0
2,2 0,11 55 (11/20) 49 (538/11) 4 2
22 0,54 95 (19/20) 31 (681/19) 5 0
44 0,11 75 (15/20) 49 (735/15) 7 0
44 0,54 94 (16/17) 30 (475/16) 3 2
8,9 0,11 90 (18/20) 23 (405/18) 2 2
8,9 0,54 100 (20/20) 32 (631/20) 5 2

NOTA: A “massa” de calos (calos unidos) foi estimada em 100 calos por explante,
quando todas as bordas possuem calos e em 25 calos, quando a nervura central
estava preenchida por uma “massa” de calos. Essa estimativa foi feita devido &
impossibilidade dos calos serem contados, pois estavam unidos formando uma
“massa’ de calos.

Os explantes repicados para os meios 0 e 12 (BA 0,88 uM, 2IP 2,5 e ANA 1,1 uM),
apés 30 e 60 dias, demonstraram apenas o resultado obtido anteriormente, ou seja a

formacgéo de calos.



27

Experimento 3.4.2

Os resultados da calogénese foram diferentes, quando comparados aos do
experimento 3.4.1, pois as maiores taxas de calogénese foram nos meios contendo
BA a4,4 e ANA 0,54 uM, BA 8,9 uM e ANA 0,11 uM ou 0,54 uM de ANA. Isso pode
ser devido a diferenca de idade das plantas das quais os explantes foram retirados
(tabela 12).

TABELA 12 - EFEITO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO (uM) NA
CALOGENESE EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS IN
VITRO, MANTIDOS NO ESCURO, OBSERVADA APOS 30 DIAS.
EXPERIMENTO 3.4.2.

% DE EXPLANTES TAXA DE N°DE EXPLANTES N° DE
BA ANA | COM CALOS (N1/N2) | CALOGENESE COM CALOS EXPLANTES
: (N3/N1) UNIDOS EM COM CALOS
TODAS AS UNIDOS NA
BORDAS NERVURA
CENTRAL
0 0 0 0 0 0
2,2 0,11 100 (20/20) 13 (262/20) 0 1
2.2 0,54 95 (19/20) 17 (329/19) 3 1
44 0,11 85 (17/20) 25 (427/17) 1 6
44 0,54 90 (20/22) 32,4 (649/20) 5 1
89 0,11 80 (16/20) 39 (616/16) 4 3
8,9 0,54 85 (17/20) 33 (563/17) 2 4

Os explantes retirados dos meios acima citados, permaneceram por 30 dias
no meio 15 (CIN 1,2 uM e ANA 2,7 uM). Foi observada a formagédo de calos e
raizes.

No meio 15, os explantes retirados dos meios 2.2 e 4.4 (BA 2,2 uM e 4,4 uM
combinada com 0,54 uM de ANA) demonstraram os maiores nimeros de raizes, as

quais se originaram de calos ou diretamente do limbo foliar (tabela 13).
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TABELA 13- FORMACAO DE RAIZES EM EXPLANTES RETIRADOS DOS
MEIOS 1.1 A 6.6, OBSERVADOS APOS 30 E 60 DIAS NO MEIO 15,
NA AUSENCIA DE LUZ

MEIO INICIAL (uM) TAXA DE RIZOGENESE (N° DE RAIZES/N°DE EXPLANTES COM
RAIZES) 4
BA | ANA APOS 30 DIAS | APQS 60 DIAS
22 0,11 2,7 (30/11) 3,9 (70/18)
22 0,54 3,1 (43/14) 5 (74/15)
4,4 0,11 4,4 (22/5) 5,5 (44/8)
4,4 0,54 4,3 (69/16) 4,4 (71/16)
8.9 0,11 4,0 (24/6) 4,5 (45/10)
8,9 0,54 0 1,3 (4/3)
Experimento 3.4.3

Nesse experimento como nos dois anteriores uma das maiores taxa de
calogénese foi no meio 6.6 (ver apéndice, tabela 10), embora a percentagem de
explantes com calos ndo seja a maior. Os outros meios com maiores taxas de
calogénese foram o meio 5.5, como no experimento 3.4.2, e 0 meio 2.2, diferindo
dos outros Aexperimentos.

Os meios 2.2 e 6.6, com concentragbes de BA 2,2 uM e 8,9 uM combinadas
com ANA a 0,54 uM induziram as maiores percentagens de explantes com calos e o
meio 6.6, também, as maiores taxas de calogénese.

As maiores taxas de calogénese no experimento 3.4.1, foram obtidas nos
meios 1.1, 3.3, 6.6, ja no experimento 3.4.2 estas foram nos meios 4.4, 5.5, 6.6 e no
experimento 4.4.3 nos meios 2.2, 5.5 e 6.6 (tabela 14). Essa divergéncia de
resultados foi devida a fatores ndo determinados, pois a idade dos explantes nos
dois ultimos experimentos € aproximadamente a mesma, e as condigoes fambém,

logo, os resultados deveriam ser confirmados.
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TABELA 14 - EFEITO DE COMBINACOES DE BA E ANA NA FORMACAO DE
CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS CULTIVADAS IN
VITRO, DEPOIS DE 30 DIAS NA AUSENCIA DE LUZ

A) Percentagem de explantes com calos

CONCENTRAGAQ (uM) | EXPERIMENTO
BA ] ANA | 3.4.1 34.2 | 343
22 0,11 55 100 75
22 0,54 95 95 100
44 0,11 75 85 100
44 0,54 94 90 84
8,9 0,11 90 80 85
8,9 0,54 100 85 95
B) Taxa de calogénese
CONCENTRAGAO (uM)
BA |  ANA 3.4.1 3.4.2 | 343
22 0,11 49 13 53
22 0,54 3 17 10
44 0,11 49 25 8,6
4.4 0,54 30 32 8
8,9 0,11 23 39 16
8,9 0,54 32 33 16

Os explantes foram transferidos para o meio 16 (CIN 1,6 e ANA 54 uM) e
depois de 30 dias foram avaliados. Além da calogénese presente nos outros meios,
houve também a formacgao de raizes (ver Figura 4 e tabela 15).

TABELA 15- FORMAGCAO DE RAIZES NOS EXPLANTES RETIRADOS DOS
MEIOS 1.1 A 6.6, OBSERVADOS APQOS 30 E 60 DIAS, NO MEIO 16

MEIO INICIAL TAXA DE RIZOGENESE (N° DE RAIZES/N°DE
EXPLANTES COM RAIZES)
BA (uM) | ANA (uM) APOS 30 DIAS APOS 60 DIAS

ESCURO CLARO
2,2 0,11 1,0 (3/3) 2,6 (21/8) 0
2,2 0,54 1,8 (18/10) 5,2 (52/10) 1,7 (7/4)
4.4 - 0,1 1,7 (127) 5,5 (33/6) 1,3 (4/3)
4.4 0,54 3,4 (17/5) 3,5 (21/6) 3,0 (9/3)
8,9 0,11 1,6 (5/3) 2,4 (19/8) 1,2 (7/6)
8,9 0,54 1,0 (3/3) 1,2 (6/5) 1,0 (1)

Os explantes retirados dos meios 2.2 e 4.4, apés 30 dias no meio 16,
originaram o maior numero de raizes, como no experimento 3.4.2. Esses explantes



permaneceram no mesmo meio, porém a metade foi colocada na presenga de luz e
a outra permaneceu na auséncia. Decorridos 30 dias, os explantes foram avaliados.
Os resultados obtidos, ver tabela 15, e a observagdo das raizes mostram que a luz

provoca a oxidagdo e diminui a indug&o de novas raizes.



31

4.5 EXPERIMENTO 3.5: EXPLANTES FOLIARES, GERALMENTE TERCEIRAE
QUARTA FOLHAS, DE PLANTAS DA CASA DE VEGETACAO

Experimento 3.5.1

Apo6s 30 dias, foi observada a presenga de calos em todos os meios com
excegdo do meio 0, a maioria dos calos sendo de coloragdo branca, de consisténcia
compacta com a parte externa friavel e se originaram das nervuras, existiram
também calos amarelados compactos (ver Figura 1). A maior taxa de calogénese foi
no meio 1.1(BA 2,2 e ANA 0,11 uM) (ver apéndice, tabela 11 e tabela 16).

Apds um periodo de 60 dias, os explantes foram transferidos para o meio 12
(BA 0,88, 2IP 2,5 e ANA 1,1 uM), no qual permaneceram por 30 dias € n&o
demonstraram nenhuma resposta além da calogénese como no experimento 3.4.1.
Os explantes foram avaliados novamente apds 60 dias e foi observada apenas a
presenca de trés raizes em trés explantes. |

Comparando os experimentos 3.4.1 e 3.5.1, nos quais foram utilizados
explantes foliares de origens diferentes, podem ser observadas congruéncias nos
resultados como a maior taxa de calogénese no meio 1.1 e divergéncias como as
obtidas nos meios 3.3 (BA 4,4 e ANA 0,11 uM) e 4.4 (BA 4,4 e ANA 0,54 uM).
Independente do tipo de explante, a segunda maior taxa foi, no experimento 3.4.1,

no meio 3.3 e, no experimento 3.5.1, no meio 4.4,

Experimento 3.5.2

Decorridos de 30 dias, a maioria dos explantes estavam oxidados, 82
explantes oxidados de 140. Isso pode ter interferido no resultado, pdrém os calos
foram observados em alguns explantes oxidados (ver tabelas 16 e 17).

Apds 60 dias, os explantes foram transferidos para o meio 15 (CIN 1,6 e ANA
a 2,7 uM), no qual apds 30 dias, os explantes n&o demonstraram nenhuma fesposta

além da calogénese.
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TABELA 16 - FORMACAO DE CALOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES, DE
PLANTA DO TELADO, APOS 30 DIAS NO ESCURO

BA ANA % de explantes Taxade
(M) (M) com calos (N1/N2) |calogénese

0 0 0 0

2,2 0,11 8 (1/13) 3 (31)

2,2 0,54 12,5 (2/16) 1(2/2)

4,4 0,11 0 (0/17) 0 (0/0)

44 0,54 23 (3/13) 18 (53/3)

8,9 0,11 15 (3/20) 25 (75/3)

8.9 0,54 20 (2/10) 13 (26/2)

Experimento 3.5.3

O numero de calos foi pequeno , 6 calos, € em alguns meios nao houve
calogénese (ver apéndice, tabela 12 e tabela 17), porém as maiores taxas foram nos
meios 1.1, 4.4, como no experimentos 3.5.1 € nos meios 44 e 55 como no
experimento 3.5.2.

Com 60 dias os explantes, que estavam nos meios 1.1, 2.2, 3.3, 44, 55 ¢
6.6, foram transferidos para o meio 16 (CIN 1,6 uM e ANA 54 uM), como no
experimento 3.4.3 e apds 30 dias avaliados, o resultado foi a presenga de raizes
apenas naos explantes retirados dos meios 1.1, uma raiz, e 4.4, 2 raizes.

Comparando os experimentos 3.5.1, 3.5.2 e 3.5.3 foi observada que no meio
4.4 (BA 4,4uM e ANA 0,54 uM) uma das maiores taxas de calogénese, embora
nesse mesmo meio so6 foi observada a maior percentagem de explantes com calos, -
no experimento 3.5.2. Logo, houveram poucas diferengas entre os resultados dos
trés experimentos, entretanto quando comparados com os experimentos 3.4.1, 3.4.2
e 3.4.3, os resultados foram diferentes. Isso pode ser devido ao tipo de material, ou
seja, a origem dos explantes .

As maiores percentagens de explantes com calos foram obtidas nas
combinagdes de BA 2,2 e 8,9 uM combinadas, respectivamente, com ANA a 0,54
puM e 0,11 uM (meios 2.2 e 5.5). Ja as maiores taxas de calogénese foram
observadaé nos explantes em meios 4.4 e 5.5, com concentragbes de BA a 44e89

uM, combinadas, respectivamente, com ANA a 0,54 e 0,11 uM (ver tabela 17).
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TABELA 17 - EFEITO DE COMBINACOES DE BA E ANA NA FORMACAO DE
CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTA DO TELADO,
CULTIVADOS POR 30 DIAS NO ESCURO

A) Percentagem de explantes com calos

CONCENTRAGAO (uM) EXPERIMENTO
BA ] ANA 3.51 [ 3.5.2 353
2,2 0,11 55 8 4
22 0,54 70 13 0
4,4 0,11 20 0 0
4,4 0,54 33 23 3
8,9 0,11 80 15 2,5
8,9 0,54 35 20 0
B) Taxa de calogénese
CONCENTRAGAO (1M) EXPERIMENTO
BA | ANA 3.5.1 352 353
2,2 0,11 6 3 3
2,2 0,54 3.3 1 0
4,4 0,11 2 0 0
44 0,54 46 16 2
8,9 0,11 2,3 25 1
8,9 0,54 3.4 13 0
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4.6 EXPERIMENTO 3.6.1: EXPLANTES RAIZES SECUNDARIAS DE PLANTAS
CRESCIDAS /N VITRO NOS MEIOS COM BA E ANA

Experimento 3.6.1

A maior taxa de calogénese foi no meio 1.1 (BA 2,2 uM é ANA 0,11 uM, as
taxas dos outros meios foram parecidas (ver apéndice, tabela 13).

Depois de um periodo de 60 dias os explantes foram repicados para os meios
15 (CIN 1,2 yme ANA 1,1 uM) e 16 (CIN 1,2 uM e ANA 5 4 uM). Avaliados apds 60
dias, no meio 15, além da calogénese foi observada a presenca de raizes nos
explantes retirados dos meios 1.1(5 raizes em 2 explantes de um total de 40
explantes) e 2.2 (3 raizes em 2 explantes de 40 explantes) e uma raiz em um total
de 40 explantes, no explante retirado no meio 2.2 (BA 2,2 e ANA 0,54 M), no meio
16.

Experimento 3.6.2

Foi observada auséncia de calos nos meios 0, 1.1 € 6.6 (BA 8,8 uM L' e ANA
0,54 uMm) (ver apéndice, tabela 14).
Quando os explantes foram transferidos e permaneceram no meio 16,

decorridos 30 e 60 dias, resultou em apenas calogénese (ver Figura 3).
Experimento 3.6.3

A maior taxa de calogénese foi no meio 6.6, contrariando os dois
experimentos anteriores, nos quais a taxa foi zero (ver apéndice, tabela 15).

Os explantes foram repicados para o meio 15 (CIN 1,2 e ANA 1,1 uM. L"), no
qual permaneceram por 60 dias, entdo foram avaliados, o resultado foi apenas a
calogénese e o aumento do volume de alguns calos, que foram 'r.etirados de
determinados meios.

Nos experimentos 3.6.1, 3.6.2 e 3.6.3 comparando percentagem de explantes
com calos e a taxa de calogénése, foi verificada uma diferenga de resultados entre

os experimentos. Entretanto as percentagens de explantes com calos, foram
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maiores nas combinacdes de BA 2,2 e 4,4 uM, combinadas com ANA a 0,54 uM

(meios 2.2 e 4.4). E as maiores taxas de calogénese foram na concentragéo de ANA
a 0,54 p.L", quando combinada a 4,4 e 8,8 uM de BA (meios 4.4 e 6.6) (ver tabela

18).

TABELA 18 - EFEITO DE COMBINACOES DE BA E ANA NA FORMACAO DE
CALOS EM EXPLANTES DE RAIZES, CULTIVADAS POR 30 DIAS
NA AUSENCIA DE LUZ

A) Percentagem de explantes com calos

CONCENTRACAO (uM) |

EXPERIMENTO

BA [ ANA ] 3.6.1 [ 36.2 36.3
2,2 0,11 10 0 12,5
2,2 0,54 55 5 10
4,4 0,11 18 2 5
4.4 0,54 28 2 20
8,9 0,11 2 2 10
8.9 0,54 0 0 5

B) Taxas de calogénese
CONCENTRAGAO (uM) EXPERIMENTO

BA | ANA 36.1 3.6.2 36.3
2,2 0,11 1.8 0 13
2,2 0,54 1.5 1 15
4,4 0,11 16 1 1
4,4 0,54 16 2 5
8,9 0,11 1 1 1.3
8,9 0,54 0 0 135




5 DISCUSSAO

5.1 Explantes foliares de plantas mantidas na casa de vegetacao

A) Reguladores de crescimento CIN e ANA

Combinacées desses fitoreguladores presentes no meios 2 (CIN 2,3 e ANA
0,54 uM), 4 (CIN 4,6 e ANA 0,54 uM) e 6 (CIN 9,3 e ANA 0,54 uM), mostraram-se
capazes de induzir a calogénese, a qual foi avaliada pelas percentagens de
explantes com calos e taxas de calogénese. Esses dois parametros comportaram-se
de forma independente, ou seja, as combinagbes dos dois reguladores que
induziram as maiores taxas de calogénese, nesses explantes, foram CIN 2,3 e 9,3
uM combinadas a ANA 0,54 uM. Essas n&o foram capazes dev induzir as maiores
percentagens de explantes com calos, a qual foi CIN 4,7 e ANA 0,54 uM. Através do
teste do Qui-quadrado foi confirmado que os meios induzem a calogénese com
intensidades diferentes. O melhor meio para indugéo de calos foi 0 meio com CIN
9,3 uMe ANA 0,54 uM (ver apéndice, Qui-quadrado 3).

Os explantes do experimento 3.2.6, depois da permanéncia nos meios 1, 2, 4,
5, 6 na auséncia de luz, foram para o meio 11 (BA 0,88 uM, 2iP 2,5 M e ANA 5,4
uM) e decorridos 30 dias foram observadas 18 raizes em 7 explantes, de um total de
40. Quando esses explantes foram transferidos no meio 19 (BA 0,26 e ANA 5,4 uM),
0 numero de raizes aumentou, as quais tiveram origem a partir do limbo dos
explantes retirados dos meios 2, ‘4, 6 (CIN 23 uM, 47 e 9,3 uM combinadas
respectivamente com 0,54 uM de ANA) e 1, 5 (CIN 2,3 e 9,3 uM, combinadas com
ANA a 0,11uM).

B) Reguladores de crescimento TDZ e 2,4-D

Os resultados de calogénese obtidos com esses fitoreguladores na presenga
e auséncia de luz, foram melhores que aqueles obtidos com CIN e ANA.

Os dois reguladores de crescimento demonstraram diferengas na indugéo de
calos em funcdo da presencga ou ndo de luz, sendo o fato confirmado 'pelo teste do
Qui-quadrado . Na auséncia de luz, conforme os resultadoé e o teste, as duas
concentragbes de TDZ 0,18 e 0,27 uM combina’dés_, respectivamente, cofn 2,4-D 9,1
e 4,5 uM, foram capazes da inducédo similar de calos. Ja na presenc;a de luz os

meios induzem a calogénese com intensidades diferentes e o meio com 0,18 yM de
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TDZ e 9,1 uM de 2,4-D proporcionou 0 maior numero, sendo 471 calos (ver
apéndice, Qui-quadrado 6, 7 e 8). Porém, na presenga de luz e nas duas
combinagbes de fitoreguladores, o maior numero de calos foi menor que aquele
obtido na auséncia de luz, nos mesmos meios.

C) Reguladores de crescimento BA e ANA

As maiores percentagens de explantes com calos foram observadas nos
meios 2.2 (BA 2,2 e ANA 0,54 M) e 5.5 (BA 8,8 e ANA 0,11 uM) e as maiores taxas
de calogénese nos meios com BA a 4,4 uM e 8,8 uM combinada com ANA a 0,54 uM
e 0,11 uM, respectivamente, (meios 4.4 e 5.5). Ja& o maior numero de calos foi
observado no meio 5.5, mostrando que as combinagbes desses fitoreguladores
induzem a calogénese de forma distinta. O teste do Qui-quadrado confirmou o
resultado observado e também demonstrou que o meio 5.5, com BA 8,8 uMm e ANA
0,54 uM, foi o melhor meio na indugdo de calos dentre os meios 1.1 a 6.6 (ver
apéndice, Qui-quadrado 5). Porém, o meio 8 (TDZ 0,27 uyM e 2,4-D 4,5 uM), na
auséncia de luz, foi capaz da maior indugdo de calos, para explantes foliares de
plantas mantidas na casa de vegetacéo.

5.2 Explantes foliares de plantas cultivadas in vitro :

A) Reguladores de crescimento CIN e ANA

A combinacdo de CIN 4,7 e ANA 0,54 pM, utilizando explantes foliares na
auséncia de luz, induziu a maior percentagem de explantes com calos. As
concentracdes de CIN 4,7 e 9,3 uM combinadas, respectivamente com ANA 0,54 e
0,11 uM mostraram os melhores resultados na formagéo de calos. O teste do Qui-
quadrado.confirmou que essas combinacdes de CIN ANA induzem a calogénese
distintamente e que nas condi¢des citadas o meio com CIN 4,7 e ANA 0,54 uM, no
qual existiu a maior diferenca entre o observado e o esperado deve ser considerado
o melhor meio dentre os com CIN e ANA, para inducéo de calos (ver apéndice, Qui-
quadrado 2). | ‘

No experimento 3.1.2, no meio 2 (CIN 2,3 e ANA a 0,54 uM), decorridos 60
dias, os explantes desenvolveram raizes. Ja no experimento 3.1.3, apés um periodo
de 30 dias, raizes se desénvolveram nos explantes cultivados nos meios com CIN
4,65, ANA 0,11 e 0,54 yM e CIN 9,3 com ANA 0,11 e 0,54 pM. O maior numero de

raizes foi observado nos meios com CIN 4,7, ANA 0,54 e 0,11 uM. Esta variagéo nos
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resultados pode ser devida a diferenga de idade entre as plantas utilizadas nos
experimentos (aproximadamente 150 dias).

Na presenca desses reguladores, 0 maior numero de -calos, quando
comparados os dois tipos de explantes foliares (retirados de plantas de casa de
vegetacao e in vitro), foi obtido nos explantes de folhas in vitro (ver apéndice, Qui-
quadrado 13).

B) Reguladores de crescimento TDZ e 2,4-D

Na auséncia de luz, as duas concentragdes dos reguladores (meios 7 e 8)
induziram a calogénese com a mesma intensidade (ver apéndice, Qui-quadrado 1).

Essas combinagdes, quando comparadas com as de BA e ANA, induziram o
menor numero de calos por explante. Entretanto quando comparado o numero de
calos nos explantes de folhas de casa de vegetagéo e in vitro, nas concentragées de
TDZ e 2,4-D, os maiores numeros foram obtidos nos priméiros (ver apéndice, Qui-
quadrado 15).

C) Reguladores de crescimento BA e ANA

Os meios de cultura contendo BA 2,2 e 8,9 uM combinados com ANA 0,54
puM, induziram a maior percentagem de explantes com calos (100%) e as
concentragdes de BA 4,4 e 8,9 uM combinadas, respectivamente, com ANA 0,11 e
0,54 uM as maiores taxas de calogénese. A

De acordo com o resultado observado e confirmado pelo teste do Qui-
quadrado, os meios induziram a formag&o de calos com intensidades diferentes. O
meio com BA 89 uM e 0,54 uM de ANA induziu o maior numero de calo_s (vér
apéndice, Qui-quadrado 4).

Os explantes do experimento 3.4.2 foram transferidos para o meio 15 (ANA
2,7 e CIN 1,2 uM) e, apos 30 dias, foi detectada a presenca de raizes e 0 maior
numero dessas foi observado nos explantes que haviam sido retirados do meio com
BA 4,4 combinada com ANA a 0,54 uM (ver apéndice, Qui-quadrado 10). As raizes
tiveram origem de calos ou diretamente do limbo foliar.

Através do teste do Qui-quadrado foi confirmado que os explantes nos meios
anteriores ao meio 15 ndo s&o iguais para a indugdo de raizes. Logo, os explantes ja
ha 30 dias no meié 15, ndo produziram o mesmo numero de raizes dev_ido ao efeito

" dos meios anteriores. Esse fato também foi observado no meio 16 ’(‘C'_INY 1,2 uM e
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ANA 5,4 uM), quando explantes do experimento 3.4.3 permaneceram nesse meio.
Porém, o nimero médio de raizes no meio 16 foi menor que no meio 15.

} Os resultados obtidos nos meios 15 e 16 mostraram que a menor
concentragdo da auxina ANA foi capaz da maior indugdo de raizes, para a mesma
concentragéo de CIN (ver apéndice, Qui-quadrados 11 e 12).

Ja no experimento 3.4.1, no qual os explantes foliares de plantas crescidas in
vitro foram transferidos para os meios 0 e 12 (BA 0,88, 2iP 2,5 e ANA 1,1 uM), ndo
foi observada a formac;éo de raizes, apenas a presenga de calos. De acordo com
esses resultados, ndo foram as concentragdes de BA e ANA dos meios anteriores
que induziram a formacéo de raizes, pois no meio sem reguladores essas nao foram
originadas. O meio 12 foi incapaz de induzir a formagdo de raizes, talvez pela
concentragdo de ANA ser baixa e a de citocinina alta. ‘

Comparando os dois tipos de explantes foliares, de acordo com o teste do
Qui-quadrado e as observagbes, os reguladores BA e ANA induziram maior numero
de calos nos explantes de folhas retiradas de plantas in vitro (ver apéndice, Qui-
quadrado 14).

5.3 Explantes retirados de raizes de plantas cultivadas in vitro

Reguladores de crescimento BA e ANA

O maior numero de calos foi obtido no meio 4.4 (BA 4,4 e ANA 0,11uM), ja a
maior percentagem de explantes com calos no meio 2.2 (BA 2,2 e ANA 0,54 uM) e
as maiores taxas de calogénese nos meios 4.4 e 6.6 (BA 8,9 e ANA 0,54uM).

O teste do Qui-quadrado confirmou o resultado observado de que diferentes
combinagbes de reguladores de crescimento, induzem a formagéo dé; calos em
intensidades diferentes e possibilitou a identificagdo do melhor meio para
calogénese: BA 4,4 e ANA 0,54 uM (ver apéndice, Qui-quadrado 9) .

Explantes foliares e de raizes de plantas in vitro foram utilizados em vérios
trabalhos de regeneragéo de gemas, por exemplo no caso da macieira (LIU et al,
1983; MALAVASI & PREDIERI, 1990). A partir de explantes foliares de‘sta'espécie,
foram obtidos brotos em meio MS com adi¢éo de BA 4,4 uM e ANA 5,4 uM éSsim
como no meio RM (meio N6 de CHU, et al., 1975) contendo BA 22,2 uM e IBA O,»49‘

uM. No presente experimento foi testada apenas uma vez a primeira concentragao
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de reguladores de crescimento (meio 14), em explantes foliares de plantas
cultivadas in vitro, porém o resultado foi apenas a formacgao de calos.

Apesar de terem sido testadas altas concentracbes de citocininas
comparadaS» com as concentragbes de auxinas (cdm excegao de alguns meios),
como no experimento de MALAVASI| & PREDIERI (1990), n&o foram conseguidos
brotos, talvez pbrque a concentracdo de CIN nao seja tdo alta, como no experimento
ja citado, o qual destacou a importancia das citocininas para formag&o de brotos.

No caso do mogno (Swietenia macrophylia King), a obtengdo de brotos ainda
nao foi alcangada. ALBARRAN et al., 1997, utilizou segmentos foliares e obteve o
melhor resultado na formagdo de calos no meio de MS, com a metade da sua
concentracdo de sais, TDZ 0,09 uM e 2,4-D 22,6 uM. Outros pesquisadores como
VENKETESWARAN et al., (1988), usando o meio MS modificado e suplementado
com 2,4-D 9,1 uM e 5,4 uM de ANA, também obtiveram calos a partir de folhas e do
tecido cotiledonar.

No presente experimento foi também utilizado 2,4-D a 9,1 uM, além de outras
concentracbes, combinadas com TDZ, diferindo do experimento anterior por n&o ter
sido usados meios somente com auxinas. Apesar disso, os resultados foram
semelhantes, pois também foram obtidos calos a partir de folhas de plantas
mantidas em duas condig¢bes diferentes (in vitro e ex vitro).

"Em outro trabalho utilizando apenas a citocinina BA nas concentragdes de 2,2
a 8,8 uM, foi observada a diferenciagdo em brotos a partir de calos,_. os quais foram
obtidos de flores da Dallbergia sissoo (KOSSAIN et al, 1994), porém no presente
experimento nado foi utilizado meio de cultura somente com citocininas..

A produg&o de calos a partir de explantes foliares foi diferente em fungéo da
presenga ou auséncia de luz e, como no trabalho de LIU et al. (1983) com macieira,
0 maior numero de calos foi obtido no escuro.

A obtencdo de calos compéctos e friaveis, nos explantes foliares de plantas
mantidas em casa de vegetacdo, nos meios de cultura com TDZ e'2,'4-D', foi alta,
assim como nos explantes foliares de plantas crescidas in vitro nos meios de cultura
com BA e ANA. Este resultado foi diferente daquele obtido com hipocdtilos de
Eucalyptus Urophy//a cultivados em meio de cultura MS com TDZ 2,:3 uM ‘que foram
capazes da regeneragio de brotos a partir de calos compactoé (TIBOK et al, 1995).»
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Em explantes nodais e foliares de Eucalyptus dunnii, cultivados em meio MS
adicionado de 1/6 da concentragdo de caicio e os reguladores BA e ANA em um
balango de 5:1 foram obtidas gemas (JOBIN & TERMIGNONI, 1989). No presente
trabalho, o menor balango de BA ¢ ANA foi 10:1 e foi obtida somente a calogénese.

Em outros trabalhos com exemplares da familia Meliaceae, da espécie
Naregamia alata, brotos foram desenvolvidos diretamente, sem a formag&o de calos,
a partir de exp]antes foliares em meio MS com BA 4,9 uM e GA; 5,8 uM (‘SHAJI et
al., 1997) e também na espécie Azadirachta indica em explantes foliares e de raizes
em meio MS com BA 8,8 uM e AIA 0,57 uM, foram obtidos brotos (SALVI et al.,
2001). Entretanto, no presente trabalho, testando meios com concentragdes
parecidas de BA 8,8 uM e ANA 0,54 uM, esse resuitado n&o foi alcangado.

No caso da espécie Azadirachta excelsa, outra Meliaceae, os calos se
desenvolveram no meio de Murashige e Skoog (1962), complementado com IBA
19,6 uM e BA 4,4 pM. Para indugdo de regeneragdo de brotos, a concentragéo de
BA foi aumentada para 8,9 uM (GIAGNACOVO et al., 2001).



FIGURA 2 - Calos verdes de mogno obtidos a partir de expiantes
foliares de planta mantida em casa de vegetacdo, no meio de cultura
com BA, 2IP e ANA



------ 10,06 cm

FIGURA 3 - Formacao de calos a partir de raizes de plantas de mogno
crescidas in vitro, no meio de cultura com BA e ANA

-—— | 008 cm

FIGURA 4 - Formacao de raizes a partir dePexplantes foliares de mogno
de plantas crescidas in vitro. no meio de cultura com CIN e ANA.
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6 CONCLUSOES

A formagéo de calo, tecido indiferenciado com baixa determinacdo e elevada
competéncia para formagdo de raizes e gemas adverticias, foi obtida nos
explantes utilizados. Os maiores numeros de calos para explantes foliares de
plantas da casa de vegetacdo foram obtidos no meio com TDZ 0,18 uM
combinado a 2,4-D 9,1 uM. J& para explantes foliares de plantas mantidas in
vitro, foram os meios com BA (44 uM) e ANA (0,54 uM) e BA (8,9 uM)
combinada com ANA (0,11 e 0,54 uM) que induziram os maiores numeros de
calos. Porém o balango hormonal necessario para o desenvolvimento de gemas
néo foi encontrado.

Raizes foram utilizadas como explantes, pois sdo orgdos com ceélulas
competentes (células meristematicas), as quais poderiam dar origem a
organogénese direta. Entretanto, houve apenas um'a desdiferenciacdo do
explante e consequentemente a formagédo de calos, esses em pequeno numero,
5 calos, na presencga da cinetina combinada com ANA. Ja na presenca de BA 2,2
uM combinada com ANA 0,54 uM foi induzido um dos maiores numeros, com 33
calos em 22 de 40 explantes.

A regeneracgao de raizes a partir de explantes foliares foi observada e o maior
numero de raizes foi induzido em explantes de plantas in vitro, em meios de
culturas com CIN 1,2 uM combinada a ANA 2,7 e 54 UM, com uma média de 4
raizes por‘ explante em, respectivamente, 5 e 16 explantes‘ de um total de 20
explantes em cada meio, os quais foram retirados do meio anterior com BA 4,4
uMe ANA 0,54 uM.

A presenca de luz, a qual ja se sabe pode resultar em efeitos na morfogénese e
na velocidade de obtencdo de folhas nas plantas, no presente experimento foi
utilizada como uma variante (auséncia e presenga de luz) e os melhores
resultados em termos de calogénese foram observados na sua ausén,cia.’ | _
Sugerimos, para possivel obtencéo de gemas adventicias, testar meios de
cultura contendo somente citocininas e/ou meios com combinagbes de c_:itocinina_s

as e auxinas (CK/AUX) em uma relagéo maior que 100.
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APENDICE 1-

EXPLANTES DE FOLHAS GERMINADAS /N VITRO

TABELA 2 - CALOGENESE EM EXPLANTES FOLIARES, MANTIDOS NO ESCURO, OBSERVADA

APOS 30 DIAS
MEIOS % DE EXPLANTES COM CALOS | TAXA DE CALOGENESE
(N1/N2) (N3/N1)
3 18,75 (3/16) 2,3 (7/3)
4 25 (4/16) 2 (8/4)
6 25 (4/16) 2 (8/4)

TABELA 3 - CAI,OGENESE EM EXPLANTES FOLIARES, MANTIDOS NO ESCURO, OBSERVADA
APOS 30 DIAS.

MEIOS % DE EXPLANTES COM CALOS | TAXA DE CALOGENESE
(N1/N2) (N3/N1)

2 25 (5/20) 1,25 (5/4)
5 6 (1/15) 1.(1/1)

TABELA 4 - CALOGENESE EM EXPLANTES FOLIARES, MANTIDOS NO ESCURO, OBSERVADA

APOS 30 DIAS.
MEIOS % DE EXPLANTES COM CALOS | TAXA DE CALOGENESE
(N1/N2) N3/N1)
1 10 (2/20) 1,5 (3/2)
2 10 (2/20) 1(212)
4 70 (7/10) 4 (24/6)
5 10 (2/20) 5 (10/2)
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EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS DA CASA DE VEGETAGCAO

TABELA 6 - FORMACAO DE CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DA CASA DE VEGETACAO

TEMPO SITUACAO MEIOS DE | % DE EXPLANTES TAXA DE
CULTURA: COM CALOS CALOGENE
(N1/N2) SE
(N3/N1)
Ap6s 30 dias Claro 7 90 (10/11) 29 (290/10)
8 86 (13/15) 17,15 (228/13)
Escuro 7 100 (16/16) 42,88 (686/16)
8 100 (19/19) 37,84 (719/19)
Apbs 60 dias Claro 7 N.D
8
Escuro 7 100 (8/8)  55,71(390/7)
8 100 (16/16) 54,25 (868/16)

NOTA: Apos 60 dias, 6 numero total de calos diminuiu, mas na realidade o numero de placas que

puderam ser observadas foi menor.

TABELA 7 - FORMACAO DE CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DA CASA DE VEGETAGAO,
MANTIDOS NO ESCURO E AVALIADOS APOS TRINTA DIAS

MEIOS ¢ 1 2 3 4
% de explantes com 0 0 6,25 0 375
calos (N1/N2) (1/16) (6/16)
Taxa de calogénese 0 0 5 0 23
(N3/N1) (5/1) (14/6)

TABELA 8 - FORMACAO DE CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DA CASA DE VEGETAGAO,
' MANTIDOS, MANTIDOS NO ESCURO E AVALIADOS APOS TRINTA DIAS

Meios ¢ 1 2 3 4 5 6
% de explantes com 0 0 13 0 10 0 - 5
calos (N1/N2) (2/15) (2/20) (1/20)
Taxa de calogénese 0 0 1 0 1 0 3
(N3/N1) 212y (2/2) - (3/1)

TABELA 9 - CALOGENESE NOS EXPLANTES FOLIARES DA CASA DE VEGETAGAO,
MANTIDOS NO ESCURO E AVALIADOS APOS TRINTA DIAS

Meios ¢ 1 2 3 4 5 6
% de explantes com 0 0 15 0 15 0 40
calos (N1/N2) (3/20) (3/20) - (8/20)
Taxa de calogénese 0 0 3 0 1,3 0 25
" (N3/N1) (9/3) (4/3) " (20/8)
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EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS GERMINADAS IN VITRO

TABELA 10 - CALOGENESE EM EXPLANTES FOLIARES, MANTIDOS NO ESCURO,
OBSERVADA APOS 30 DIAS '

MEIOS % DE EXPLANTES TAXA DE N°DE N° DE EXPLANTES
COM CALOS (N1/N2) | CALOGENESE |EXPLANTES COM COM CALOS
(N3/N1) CALOS UNIDOS UNIDOS NA
EM TODAS AS NERVURA
BORDAS CENTRAL
¢ Calogénese ausente
11 75 (15/20) 5,3 (80/15) 0 0
2.2 100 (20/20) 10 (203/20) 0 1
33 100 (19/19) 8,6 (163/19) 0 0
4.4 84 (16/19) 8 (123/16) 0 0]
55 85 (17/20) 16 (266/17) 0 1
6.6 95 (19/20) 18 (342/19) 0 2

4. EXPLANTES FOLIARES DA CASA DE VEGETAGCAO

TABELA 11 - FORMAGAO DE CALOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES NA AUSENCIA DE
LUZ, AVALIADOS COM 30 DIAS

MEIOS % DE EXPLANTES COM TAXA DE
CALOS (N1/N2) CALOGENESE
(N3/N1) _
¢ 0 0
1.1 55 (11/20) 6,1 (67/11)
2.2 70 (14/20) 3,3 (47/14)
3.3 20 (4/20) 2 (8/4)
4.4 33 (5/15) 4,6 (23/5)
5.5 80 (12/15) 2,3 (27/12)
6.6 35 (7/20) 3,4 (24/7)

TABELA 12 - FORMAGAO DE CALOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES NA AUSENCIA DE
LUZ, AVALIADOS COM 30 DIAS

MEIOS % DE EXPLANTES COM TAXA DE
CALOS (N1/N2) CALOGENESE
{N3/N1)

P Auséncia de calos
1.1 4 (1/24) 3 (3/1)
2.2 Auséncia de calos
3.3
4.4 3 (1/30) 2 (211)
55 2,5 (1/40) 1 (1)

- 6.6 Auséncia de calos
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TABELA 13- CALOGENESE NOS EXPLANTES AVALIADOS APOS 30 DIAS, NA AUSENCIA DE

LUz
MEIOS % DE EXPLANTES COM TAXA DE
CALOS (N1/N2) CALOGENESE
(N3/N1)

¢
1.1

22
3.3
44
5.5
6.6

10 (4/40)
55 (22/40)
18 (7/40)
28 (11/40)
2 (1/40)

0 (0/40)

Auséncia de calos
1,8 (7/4)

1,5 (33/22)

1,6 (11/7)

1,6 (18/11)

1.(1/1)

zero

TABELA 14 - CALOGENESE NOS EXPLANTES AVALIADOS APOS 30 DIAS, NA AUSENCIA DE

LUZ
MEIOS % DE EXPLANTES COM TAXA DE
CALOS (N1/N2) CALOGENESE
(N3/N1)

¢ Auséncia de calos
1.1
2.2 5 (2/40) 12/2)
33 2 (1/40) 1(1/1)
4.4 2 (1/40) 2 (2/1)
55 2 (1/40) 1.(1/1)
6.6 0 (0/40) zero

TABELA 15 - CALOGENESE NOS EXPLANTES AVALIADOS APOS 30 DIAS, NA AUSENCIA DE
LUZ
MEIOS % DE EXPLANTES COM TAXA DE
CALOS (N1/N2) CALOGENESE
(N3/N1)

¢ Auséncia de calos
1.1 12,5 (5/40) 1,25 (5/4)
2.2 10 (4/40) 1,5 (6/4)
3.3 5 (2/40) 12/2)
4.4 20 (8/40) 5 (41/8)
55 10 (4/40) 1,3 (4/3)
6.6 5 (2/40) 13,5 (27/2)
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TESTES DO QUI-QUADRADO
Reguladores de crescimento em mg.L™"

1) Ho: A quantidade de calos nos dois meios s&o iguais, nos explantes in vitro. Auséncia de luz.
TDZ 2,4-D n°exp.c/calos n°de n°decalos Esperado o0-e (0-e)2 (o-e)2/e

exp.
0,04 2 19 20 125 134 -9 81 0,6044776
0,06 1 17 20 143 134 9 81 0,6044776

36 40 - 268 268 x2=1,2089
‘ GL=2-1=1
O x2 obtido é menor (<) que o x2 critico (3,84), logo a hipdtese foi confirmada com a probabilidade
menor que 5% de erro e 95% de acerto. Entdo a diferenca entre o esperado e o obtido foi devida ao
acaso e os dois meios, nas condi¢des citadas, quando comparados entre si induzem a formagao de
calos igualmente.

2) Ho: Nao existe diferenca entre o nimero de calos observados e 0 esperado, nos seis meios,
nos explantes foliares de plantas in vitro.

CIN ANA  n°exp. c/calos n°de n°de calos Esperado o-e (0-€)2 (0-e)2/e
exp.

0,5 0,02 2 20 3 11,3 -8,3 68,89 6,0964602
0.5 0,10 7 20 7 11,3 -43 1849 1,6362832
1 0,02 3 20 7 11,3 -4,3 18,49 1,6362832
1 0,10 11 20 32 11,3 20,7 428,5 37,919469
2 0,02 3 20 11 11,3 -0,3 0,09 0,0079646
2 0,10 4 20 8 11,3 -3,3 10,89 0,9637168

120 68 67,8 x2=48,2601

O x2 obtido & maior (>) que o x2 critico (11,07), logo a hipotese ndo foi confimada, com
probabilidades idem a anterior. Entdo as diferengas entre os esperados e 0 observado ndo foram
somente ao acaso, sendo assim nas condi¢des citadas o meio com CIN 1mg/L e ANA 0,1mg/L, no
qual existiu a maior diferenca entre 0 observado e o esperado deve ser considerado o melhor meio,
para indugdo de calos.

3) Ho: Nos explantes da casa de vegetacao, a diferenga entre a quantidade de calos observada e
- esperada ndo € significativa.

CIN ANA  n°exp.c/calos n°de n°decalos Esperado o0-e (0-e)2 - (0-e)2/e
exp.
0,5 0,02 0 20 0 9,83 -9,8 96,63 9,83
0,5 0,10 6 20 16 9,83 6,17 38,07 3,8727263
1 0,02 0 20 0 983 -9,8 96,63 9,83
1 0,10 11 20 20 9,83 10,2 103,4 - 10,52176
2 0,02 0 20 0 9,83 -9.8 96,63 9,83
2 0,10 9 20 23 9,83 13,2 173,4 17,644852
120 59 58,98 =61,5293
GL=6-1=5

O x2 obtido foi menor (>) que o x2 critico (11,07), logo a hipdétese nio foi confirmada, com a
probabilidade idem a anterior. Entao a diferenca entre o esperado e o obtido num determinado meio,
- nesse caso 0 meio 6, CIN 2 mg/L € ANA 0,1 mg/L, é maior que nos outros meios, isso demonstra que
esse é o melhor meio para indugio de calos, nas condicdes citadas.
NOTAS: Os explantes foram mantidos na presenga ou auséncia de luz.
Abreviaturas ; n°ex. ¢/ calos (Nimero de explantes com calos), n° de calos (Numero de
calos), n° de exp. (Numero de explantes), o (observado), e (esperado) e x2 (Qui-quadrado).
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4) Ho: As diferengas entre o observado e o esperado nos meios nédo so significativas. Nos
explantes de folhas in vitro.

BA ANA  n°exp. c/calos n°de exp. n°de calos esperado o0-e (0-€)2 (o-e)2/e
0,5 0,02 46 20 880 1223,33 -343 117875 96,356248
0,5 0,1 58 20 1113 1223,33 -110 12173 9,9504704

1 0,02 51 20 1315 1223,33 91,7 84034 6,8692739
1 0,1 52 20 1209 1223,33 -14 205,35 0,1678606
2 0,02 51 20 1287 1223,33 63,7 4053,9 3,3137983
2 0,1 56 20 1536 1223,33 313 97763 79,915092
120 7340 7339,98 x2=196,572

GL=6-1=5

O x2 obtido > x2 critico (11,07), logo a hipotese ndo foi confirmada, com as probabilidades idem a
anterior. Entdo as diferengas ndo foram devido ao acaso somente, isso significa que o meio em que a
diferenca entre 0 observado e o esperado, meio 6, foi maior provavelmente é o melhor para indugéo
de calos.

5) Ho: Nos meios o numero de calos observados nao diferiu significativamente do esperado, nos
explantes das plantas da casa de vegetacéo.

BA ANA  n°exp.c/calos n.°e exp. n.decalos esperado o0-e (0-€)2 (o-e)2/e
mgL?' mglL?
0,5 0,02 13 80 73 60,16 12,8 164,87 2,7404521
0,5 0,1 16 80 49 60,16 -11 124,55 20702394
1 0,02 4 80 8 60,16 -52 2720,7 45,22383
1 0,1 9 80 78 60,16 17,8 318,27 5,2903191
2 0,02 16 80 103 60,16 42,8 18353  30,50641
2 0,1 9 80 50 60,16 -10 103,23 1,7158511
480 361 360,96 87,547101
GL=6-1=5

O x2 obtido > x2 critico(11,07), logo a hipétese néo foi confirmada, com a probabilidade menor que
5% de erro e 95% de acerto, entdo a diferenca entre o esperado e o0 obtido ndo foi a0 acaso somente.
Esse resultado demonstra que 0 meio 5, BA 2 mg/L e ANA 0,1 mg/L, foi provaveimente o melhor meio
na inducdo de calos, pois nesse pode ser observada a maior diferenca entre o numero de calos
observado e o esperado. '

6) Ho: Nos meios os numeros de calos observados diferiram signiﬁc_ativamehte do esperado, nos
explantes retirados de plantas da casa de vegetacdo mantidos na presenca de luz.

TDZ 2,4-D n°exp. c/calos n°de exp. n°de calos esperado o0-e (0-€)2  (0-e)2/e
0,04 2 18 24 ‘471 420 51 2601 6,1928571
0,06 1 24 24 369 420 -51 2601 6,1928571

42 48 840 840 x2=12,3857
GL=2-1=1

O x2 obtido < x2 critico(3,84), logo a hipétese foi confirmada, com a probabilidade menor que 5% de
erro e 95% de acerto, entdo a diferenca entre o esperado e o obtido n#o foi ao acaso somente,
demonstrando que existiu um meio melhor para a inducdo de calos. Esse meio era composto de TDZ
0,04mg/L e 2,4-D 2 mg/L.

7) Ho: Nos explantes de planta do telado, os dois meios induzem calos lgualmente na ausencna de
luz.

TDZ 2,4-D n°exp. c/calos n°de calos n°de exp. esperado o-e (0-€)2 . (0—e)2/e
0,04 2 16 686 20 702,5 -17 272,25 0,3875445
0,06 1 19 719 20 702,5 16,5 272,25 0,3875445

1405 40 , -0,775089

GL=2-1=1
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O x2 obtido < x2 critico(3,84), logo a hipotese foi confirmada, com a probabilidade menor que 5% de
erro e 95% de acerto, entdo a diferenca entre o esperado e o obtido foi somente ao acaso. Isso
demonstra que ndo existiu um meio melhor nessas condi¢des.

8) Ho: Os dois meios induzem a calogénese, nos explantes da planta da casa de vegetacéo, com a
mesma intensidade da presenca ou néo de luz.

TDZ 2,4-D n°exp. c/calos n°de exp. n°de calos esperado o0-e (0-€)2 (0-e)2/e
0,04 2 18 24 471 612,27 -141 19957 32,595445
0,06 1 24 24 369 612,27 -243 59180 96,657182
Dados de 16 20 686 510,22 176 30899 60,559383

. explantes

Nno escuro : 19 20 719 510,22 209 43589 85,431948
88 2245 2244,98 x2=275,243

GL=4-1=3

O x2 obtido > x2 critico(7,81), logo a hipétese nao foi Conﬁrmada, com probabilidades idem a anterior.
Entdo a diferenca entre o esperado e o obtido foi significativa e isso foi devido a um meio ser melhor
que os outros e também depende das condigdes (auséncia ou presenga de luz).

9) Ho: Nos explantes das raizes os meios induzem igualmente a calogénese.

BA ANA  n°exp. c/calos n°de exp. n°de calos esperado o0-e (0-€)2 (0-e)2/e
0,5 0,02 9 120 12 30,66 -19 348,2 11,356673
0,5 0,1 28 120 41 30,66 10,3 106,92 3,4871363

1 0,02 10 120 14 30,66 -17 277,56 9,0526941
1 0,1 20 120 61 30,66 30,3 920,52 30,02334
2 0,02 6 120 6 3066 -25 608,12 19,834168
2 0,1 2 120 50 30,66 19,3 374,04 12,199465
720 184 183,96 X2=85,9534

GL=6-1=5

O x2 obtido > x2 critico(11,07), logo a hipotese nao foi confirmada, com a probabilidade menor que
5% de erro e 95% de acerto, entdo a diferenca entre o esperado e o obtido n&o foi ao acaso somente,
as diferencas séo significativas e o teste indica que o meio com BA 1 mg/L e ANA 0,1 mg/L foi o
melhor.

10) Ho: O niimero de raizes no meio 15, nos explantes in vitro retirados dos seis meios sao iguais.

M(15)CIN ANA n°exp. n° de n° de exp. Esperado o0-e (0-€)2 (0-e)2/e
cf/raizes raizes

0,25 0,5 11 30 19 30,01 -0 0,0001 = 3,332E-06
0,25 0,5 14 43 19 30,01 13 168,74 5,6227957
0,25 0,5 5 22 20 31,59 -9,6 91,968 2,9113042
0,25 0,5 16 69 21 33,17 35,8 1283,8 38,703313
0,25 0,5 6 24 20 31,59 -76 57,608 1,8236182
0,25 0,5 0 0 20 31,59 -32 997,93 31,59
188 119 187,96 x2=80,6510

GL=6-1=5

O x2 obtido > x2 critico (11,07), logo a hipétese nédo foi confirmada, com as probabilidades idem a
anterior. Entdo a diferenca entre o esperado e o obtido n&do foi a0 acaso somente, sendo assim o
maior valor do observado demonstra que o meio com BA 1 mg/L e ANA 0,1 mg/L € o melhor na
inducdo de raizes. ’

continua
11) Ho: O nimero de raizes no meio 16 nos explantes in vitro retirados dos seis meios sdo iguais. .
M(16)CIN ~ ANA n°exp. n°. de n° de exp. esperado o0-e (0-€)2 (o-e)2/e

Clraizes raizes

0,25 1 3 3 20 9,74 -6,7 45,428 4,6640246

0,25 1 10 18 20 9,74 8,26 68,228 7,0048871

025 1. 7 12 20 9,74 2,26 5,1076 0,5243943

0,25 1 5 17 19 9,26 7,74 59,908 6,4695032
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0,25 1 3 5 20 9,74 -4,7 22,468 2,3067351

0,25 1 3 3 20 9,74 -6,7 45428 4,6640246
58 119 x2=25,6335
GL=6-1=5

O x2 obtido > x2 critico (11,07), logo a hip6tese nao foi confirmada, com a probabilidade menor que
5% de erro e 95% de acerto. Entdo a diferenca entre o esperado e o obtido ndo foi ao acaso
somente, o que demonstra que um meio (BA 0,5 mg/L e ANA 0,1mg/L), no qual os explantes estavam
anteriormente, foi 0 melhor na indugao de raizes, quando 0s explantes sao transferidos para CIN 0,25
mg/L e ANA 1 mg/L.

12) Ho: Os dois meios induziram raizes com a mesma intensidade, nos explantes de folhas in vitro,
retirados dos 6 meios com BA e ANA.

n° observado de raizes n°de exp. esperado o-e (0-€)2 (0-e)2/e
meio 15 188 119 123 65 4225 34,349593
meio 16 58 119 123 -65 ~ 4225 34,349593
246 238 246 0 x2=68,6991

GL=2-1=1

Como o x2 obtido > x2 critico(3,84) a hipdtese nao foi confirmada, com a probabilidade menor que 5%
de erro e 95% de acerto. Logo, a diferenca entre o esperado e o obtido n&o foi ao acaso somente, o
que demonstra que existiu um meio melhor, nesse caso o meio 15, entretanto devemos levar em
consideracao que o resultado foi influenciado também pelos meios anteriores.

13) Ho: Os explantes de folhas in vitro e do telado, na inducdo de calos nos meios com KIN e ANA
sdo iguais.

n° de exp. n° de calos esperado 0-e (0-€)2 (0-e)2/e
in vitro 140 68 63,5 45 20,25 0,2
Telado 140 59 63,5 -4,5 20,25 0,2
280 127 127 0 0,41
GL=2-1=1

A hipdtese foi confirmada, pois 0 x2 obtido foi < que o x2 critico (3,84).Com probabilidade de 95% de
certeza, logo o valor observado foi maior que o esperado nos explantes in vitro, esse resultado indica
que os reguladores CIN e ANA induziram maior calogénese nesses explantes.

14) Ho: Os explantes de folhas in vitro e do telado (da casa vegetacio), na indugéo de
calos nos meios com BA e ANA nao diferem significativamente.

n° de n°de exp. esperado o-e (0-e)2 (0-e)2le

calos : o
in vitro 7340 140 1540,2 5799,8 33637680 21839,81
Telado 361 560 6160,8 -5799,8 33637680  5459,953
7701 700 7701 0 x2=27299,77
GL=2-1=1

A hupotese nao fOl confirmada, pois o x2obtido foi > que o x2 critico (3,84), com probabilidade de 95%
de certeza. Logo, a maior diferenc¢a entre o observado e o esperado conﬂrmou que os_explantes in
vitro, nos meios com BA e ANA, induzem maior numero de calos.

15) Ho: Os exp!antes de folhas in vitro e do telado, na inducdo de calos nos meios
com TDZ e 2,4-D séo iguais. '

n°de n° de exp. ‘Esperado o-e (0-€)2 - (o0-e)2/e
calos :
in vitro 268 40 579,286 -311,285714 96898,8 167,2775
Telado 2165 128 1853,71 311,29 96901,46 52,27434
2433 168 2433 - x2=219,5

GL=2-1=1

wn



A hipotese nao foi confirmada, pois o x2obtido foi > que o x2 critico (3,84), com probabilidade de 95%
de certeza. Logo, a maior diferenca entre o observado e o esperado confirmou que os explantes de
folhas da planta da casa de vegetagao, nos meios com TDZ e 2,4-D, induzem maior numero de calos.



