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RESUMO

Trichilia casaretti, Trichilia elegans e Trichilia pallida sdo espécies nativas que
apresentam potencial bioinseticida, além de serem boas opc¢Bes para
recuperacdo de areas degradadas. Os estudos sobre sua propagacédo séo
inexistentes ou escassos. O objetivo deste estudo foi estabelecer culturas in
vitro e induzir e regenerar brotos de T. casaretti, T. elegans e T. pallida.
Explantes foliares, segmentos nodais e brotos apicais (1,0 — 1,5 cm) das trés
espécies foram coletados e submetidos a imersdo em solucdo de 0,05% de
cloreto de mercurio e 0,1% de Tween 20, durante 10 minutos. Os explantes
foram inoculados em meio de cultura de Murashige e Skoog, 1962 (MS). Os
segmentos nodais e brotos apicais apresentaram porcentagens de
sobrevivéncia superiores a 90% para T. elegans e T. pallida e acima de 60%
para T. casaretti. A inducdo e regeneracao de brotos foram avaliadas em meio
MS, acrescido de BAP (0 a 4 uM de BAP). Para a multiplicacédo de T. elegans e
T. pallida, a adicdo de 2 uM BAP ao meio MS aumentou o niumero de brotos,
apos primeiro subcultivo (3,23 e 4,33, respectivamente), mas nao interferiu no
comprimento médio da parte aérea. Os explantes caulinares de T. casaretti
obtiveram melhor resposta, quando estabelecidos in vitro em meio contendo 4
UM de BAP e transferidos para meio com 1 pM de BAP no cultivo inicial (2,97).
Foram estabelecidas culturas in vitro, com sucesso, para as trés espécies
testadas com a utilizacdo de explantes de brotacGes apicais e segmentos
nodais, enquanto que os foliares ndo foram responsivos. A adicdo de BAP
estimulou a formagcdo de novas brotacdes e a melhor concentracdo variou
conforme a espécie. Com isso, constatou-se que sdo necessarios mais estudos
para aumentar a regeneracdo de brotos e concluir as outras etapas da

propagacao in vitro.

Palavras-chave: BAP; citocinina; micropropagacao; potencial bioinseticida



ABSTRACT

Trichilia casaretti, Trichilia elegans and Trichilia pallida are native species that
have potential bioinsecticide, in addition to being good alternatives for
recovering degraded areas. Studies on its propagation are non-existent or
scarce. The aim of this study was to establish in vitro cultures and to induce and
regenerate shoots of T. casaretti, T. elegans or T. pallida. Leaf explants, nodal
segments and apical shoots (1.0 - 1.5 cm) of the three species were collected
and immersed in a solution of 0.05% mercury chloride, with 0.1% Tween 20, for
10 minutes. The explants were cultivated in Murashige and Skoog culture
medium, 1962 (MS). The nodal segments and apical shoots achieved
percentages of survival > 90% for T. elegans and T. pallida and > 60% for T.
casaretti. Shoot induction and regeneration were evaluated in MS medium,
supplemented with BAP (0 to 4 uM BAP). For the multiplication of T. elegans
and T. pallida, the addition of 2 uM BAP to the MS medium increased the
number of shoots, after the first subculture (3.23 and 4.33, respectively), but did
not influence in the average length of the part aerial. The explants of T. casaretti
achieved better response when in vitro establish in medium containing 4 uM
BAP and transferred to medium with 1 pM BAP in the initial culture (2.97). In
vitro cultures were successfully established for the three species tested with
apical shoots and nodal segments, while the leaves were not responsive. The
addition of BAP induced the new shoots regeneration and the best
concentration varied according to the species. In conclusion, further studies to
increase the regeneration of shoots and complete the other stages of in vitro

propagation are necessary.

Keywords: BAP; cytokinin, micropropagation, insecticide potential
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1. INTRODUCAO

O género Trichilia P. Browne pertence a familia Meliaceae e é
constituido de 103 espécies, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da
Ameérica do Sul, Central e Africa (PENNINGTON; CLARKSON, 2015). Segundo
dados da Flora do Brasil (2020), 53 espécies de Trichilia podem ser
encontradas no Brasil, sendo que 17 destas sdo endémicas.

Trichillia casaretti C. DC € uma espécie nativa e endémica do Brasil.
Trichillia elegans A. Juss. e Trichillia pallida Sw. também séo espécies nativas,
porém nao endémicas do Brasil. Essas espécies sao arbustos ou arvores que
ocorrem na Mata Atlantica e entre outros dominios fitogeograficos (FLORA DO
BRASIL, 2020 em construcdo). As espécies deste género sdo encontradas
principalmente em florestas tropicais de terras baixas, florestas montanas e
sazonalmente em florestas secas, onde ocupam o extrato baixo e médio da
comunidade vegetal (PENNINGTON, 2016; FLORA DO BRASIL em
construcdo, 2020). Dentre as espécies estudadas, T. casaretti foi considerada
como espécie vulneravel da Lista vermelha da Flora Brasileira (CNCFlora,
2012), enquanto que as outras espécies ainda ndo foram avaliadas quanto a
ameaca de extincdo (PENNINGTON, 2016; FLORA DO BRASIL em
construgéo, 2020).

Comercialmente, alguns géneros da familia Meliaceae sé&o
extremamente apreciados pela qualidade de sua madeira. Entretanto, os
troncos de algumas espécies de Trichilia possuem poucas dimensfes e por
isso sdo pouco explorados pela industria madeireira (LORENZI, 2009). O maior
interesse econdmico pelo género reside no potencial inseticida que o0s extratos
de folhas e ramos demonstraram na eliminacdo de pragas de importantes
culturas alimenticias como o milho, tomate e erva-mate (SOUZA; VENDRAMIN,
2001; BORGONI; VENDRAMIN, 2005; ALBANESE, 2010; BARZOTTO, 2010;
PITA et al., 2011). A investigacdo dos compostos ativos bioldgicos presentes
no género apontou-o também como um antimicrobiano em potencial
(PARITALA et al., 2015). Além disso, as espécies de Trichilia podem ser boas
opcOes para a recuperacdo de areas degradadas ou adensamento de matas,
pois sdo plantas pioneiras a secundarias e seus frutos sdo intensamente

consumidos por diversas espécies de aves (LORENZI, 1992; 2009).
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Os frutos de Trichilia contém de uma a trés sementes que s&o
recobertas total ou parcialmente por um arilo carnoso de coloracdo vermelha a
alaranjada (PATRICIO e CERVI; 2005). Este arilo acaba dificultando a
germinacdo das sementes por atrair aves e roedores e também favorecer a
contaminacdo por fungos (VALMORBIDA, 2007). Segundo Zimbach et al.
(2015), T. pallida é uma espécie recalcitrante, de embrido imaturo e por
apresentar essas caracteristicas dificulta a coleta e conservacdo de suas
sementes, uma vez que estas ndo suportam o dessecamento. Valmorbida et al.
(2008) revelaram em estudo de propagacdo sexuada de outra espécie, T.
catigua A. Juss., que a producado de sementes era irregular, isto é, a producéo
€ normal em um ano e no ano seguinte sofre uma diminuicdo ou auséncia. A
propagacdo por estaquia desta espécie apresentou pouca resposta de
enraizamento (41,67%), com o uso de 5 000 mg L* de &cido indol-3-butirico
(AIB).

Micropropagacéo envolve técnicas de cultura de tecidos utilizadas para
cultivar células, tecidos e 6rgéos, em condi¢cdes assépticas, visando regenerar
e propagar plantas (ILIEV et al., 2010). Essas técnicas apresentam vantagens
guando comparadas com os métodos de propagacao tradicionais, podendo ser
uma alternativa eficiente para as espécies de Trichilia. Estudos de propagacéao
com espécies do género Trichilia sdo escassos, devido as caracteristicas
morfofisioldgicas citadas anteriormente, que evidenciam uma dificuldade em
propagar sexuadamente e vegetativamente. Prim et al. (2020) estabeleceram
um protocolo de micropropagacdo para T. pallida, a partir de sementes
germinadas in vitro e ex vitro, enquanto que, para T. casaretti e T. elegans
ainda ndo existem estudos. Neste sentido, as técnicas de cultura de tecidos
vegetais vém sendo empregadas com sucesso como alternativas para
propagacdo de espécies de dificil reproducdo. Este procedimento permite a
producdo massal de plantas, favorecendo a manutencédo de espécies em vias
de extingdo, como T. casaretti (OSENI et al., 2018).

Tendo em vista a escassez de estudos sobre a micropropagacdo do
género aliada a dificuldade de propagacédo, tanto sexuada como vegetativa,
que estas espécies apresentam, este estudo teve como objetivo o
estabelecimento de culturas in vitro e regeneracdo de brotos de T. casaretti, T.

elegans e T. pallida para posteriormente estabelecer um protocolo de
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micropropagacao. Foi realizada uma revisdo Dbibliografica sobre
micropropagacao de Meliaceae que auxiliou no entendimento das respostas
obtidas in vitro e servirA de suporte para instalagdo de novos experimentos
visando a conclusdo do protocolo de producdo de mudas de T. casaretti, T.

elegans e T. pallida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trichilia casaretti C.DC.

T. casaretti € conhecida popularmente como murta-vermelha, baga-de-
morcego (SC), catigua-branco (RS), catigua (PR, SC, RS) (KLEIN, 1984) e
orvalho (MG) (PATRICIO; CERVI, 2005; LORENZI, 2009).

E uma espécie arbbrea, terricola que pode atingir até 10 metros de
comprimento. Seus frutos sdo capsulas, com 1-3 sementes ovaladas, de testa
membranacea e recobertas parcialmente por um arilo vermelho-alaranjado
(PATRICIO; CERVI, 2005; LORENZI, 2009; PENNINGTON, 2016).

Classificada pela Flora do Brasil (2020) como endémica e pelo
CNCFlora (2012) como espécie vulneravel da Lista Vermelha da Flora
Brasileira, distribui-se desde o sul da Bahia até o norte do Rio Grande do Sul
pelas varzeas umidas da Floresta Ombrdfila Densa Submontana, Floresta
Ombrofila Mista e Floresta Estacional Semidecidual (PATRICIO; CERVI, 2005;
LORENZI, 2009; PENNINGTON, 2016). Nos dominios fitoecolégicos ocupados
por ela, apresenta-se de maneira descontinua e possui inexpressiva dispersao,
crescendo principalmente no interior de matas primarias (LORENZI, 2009).

Devido as dimensfes reduzidas da sua madeira, esta espécie sO é
empregada na fabricacdo de embalagens e brinquedos. Porém, seu plantio &
recomendado para a arborizacdo urbana e reflorestamentos mistos, pois seu
porte é pequeno e seus frutos servem como alimento para a fauna (LORENZI,
2009). Outra utilidade desta espécie € no controle biolégico da lagarta-do-
cartucho (Spodoptera frugirpeda), principal praga do milho. Borgoni e
Vendramim (2005) demonstraram a eficiéncia do extrato das folhas de T.
casaretti em aumentar a mortalidade de larvas em estagio final da largarta.

Sua floracdo ocorre nos meses de dezembro a fevereiro e a coleta de
frutos maduros pode ser feita nos meses de abril a setembro (PATRICIO e
CERVI, 2005) e nos meses de mar¢o a maio (LORENZI, 2009). Com relagéo a
producdo de mudas desta espécie, Lorenzi (2009) recomendou a germinagao
de sementes logo apds a coleta, em canteiros, contendo substrato organo-

argiloso, abrigadas a meia-sombra e com irrigagdo duas vezes ao dia. No
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entanto, apesar dessas recomendacdes, a germinacao obtida foi abaixo de
50% e apresenta desenvolvimento lento no campo.

Os estudos sobre T. casaretti sdo raros. A espécie é citada em livros
sobre a flora brasileira ou em pesquisas sobre distribuicdo, taxonomia e

diversidade ecologica. Nao existem relatos sobre a propagacao vegetativa.

2.2 Trichilia elegans A. Juss.

Esta espécie é conhecida vulgarmente como pau-de-ervilha (SC, RS),
catigua (PR, SC, RS), erva-de-cutia (SC) (KLEIN, 1984), caferama (PR,
Cornélio Procopio) (PATRICIO e CERVI, 2005) e canela-do-mato (PASTORE,
2003).

Apesar de ser divida em duas subespécies: T. elegans A. Juss. subsp.
elegans e T. elegans A. Juss. subsp. richardiana, este trabalho tratara a
espécie estudada como pertencente a subespécie elegans, devido as
caracteristicas de suas folhas listadas na chave de identificacdo das
subespécies de T. elegans de Pennington (2016). Além disso, a subespécie
richardiana tem sua distribuicdo mais austral nos estados de Minas Gerais e
Rio de Janeiro, ndo apresentando nenhum registro no estado do Parana
(PASTORE, 2003; PATRICIO e CERVI, 2005; PENNINGTON, 2016).

Os individuos adultos desta espécie sdo arvoretas, com 2 a 7 metros
de altura, terricolas e de sub-bosque, que se distribuem por quase todos os
dominios fitogeograficos brasileiros, estando ausente no Nordeste (PATRICIO
e CERVI, 2005; ROSSETO, 2007; CNCFlora, 2020). E uma espécie nio
endémica, que além de ocupar o sul do Brasil estende-se até a regiao noroeste
da América do Sul, distribuindo-se ao longo da bacia Amazbnica
(PENNINGTON, 2016). E recomendada para a regeneracéo de fragmentos da
Floresta Estacional Decidual, onde apresenta grande potencial para a
perpetuacdo desta floresta, pois encontra-se de forma abundante no banco de
plantulas e na regeneragdo natural estabelecida (SCCOTI et al., 2011).

Os frutos de T. elegans podem ser coletados de janeiro a julho e/ou de
outubro a dezembro (PASTORE, 2003) ou ainda de maio a agosto no estado
do Parana (PATRICIO e CERVI, 2005). Possui de 1-3 sementes de formato

elipsoide, plano-convexo ou trigono, de testa lisa, negra e brilhante e com arilo
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carnoso e lobulado de coloracdo vermelha-alaranjada envolvendo a porcéo
apical da semente (PATRICIO e CERVI, 2005).

A propagacdo sexuada via germinagdo de sementes pode ser um
problema para T. elegans uma vez que Sccoti et al. (2011) ndo encontraram
nenhuma semente da espécie no banco de sementes do solo de um fragmento
de Floresta Estacional Decidual. Essa falta de sementes de T. elegans no solo
da floresta pode estar relacionada com a sazonalidade da sua producdo e/ou
com a perda de viabilidade destas no solo.

As sementes de T. elegans podem tornar-se inviaveis devido a
contaminacgdes por microrganismos pela presenca de arilo na semente, como
relatado por Campos (2007) para T. pallida. Além da propagacdo sexuada via
geminacdo de sementes, que sdo dispersas na serapilheira por aves
frugivoras, Rosseto (2007) verificou em estudo de um fragmento de Floresta
Estacional Semidecidual e de Mata Ombréfila que T. elegans apresenta
crescimento clonal, constatando a ligacdo subterranea entre individuos da
espécie até 3 cm de profundidade. N&o foi relatado nenhum estudo sobre a
propagacao in vitro de T. elegans.

As pesquisas com esta espécie concentram-se, principalmente, na
verificagdo dos efeitos bioinseticidas de seus extratos vegetais sobre diversas
espécies de pragas da agricultura, e na caracterizacdo dos compostos ativos
presentes nestes extratos (GARCEZ et al., 2000; BORGONI e VENDRAMIN,
2005; MATOS et al., 2009).

2.3 Trichilia pallida Sw.

Os nomes populares dessa espécie no territério brasileiro séo: catigua,
marinheiro, peito-de-pombo (PASTORE, 2003), baga-de-morcego (SC),
catigua-graido, tatva (PR) e amesca (MG) (PATRICIO e CERVI, 2005).

T. pallida & uma espécie arborea, com altura entre 3 e 8 metros e de
habito terricola, amplamente dispersa pela América do Sul e sul da América
Central (PENNINGTON, 2016; CNCFlora, 2020). No Brasil, essa espécie tem
representantes desde a Amazobnia até o Parana, ocupando, principalmente, as
Florestas Estacionais Semideciduais. Encontra-se também em Matas Ciliares,

Florestas Paludosas e raramente em Florestas Ombréfilas (PASTORE, 2003;
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ROSSETO, 2007). Segundo Rosseto (2007), o fato de ser a Unica espécie do
género a crescer em Florestas Paludosas acredita-se que ela seja
fisiologicamente tolerante a niveis altos de umidade do solo.

Em levantamento florestal de um fragmento da Floresta Atlantica
realizado por Peloso (2012), T. pallida esta entre as 10 espécies de maior valor
de importancia para esta comunidade. Este indice sugere a relevancia da
espécie na composicdo desta comunidade vegetal e justifica seu uso na
recuperacdo de areas degradadas de Floresta Atlantica.

A espécie floresce no estado do Parana, de janeiro a junho e a coleta
de frutos maduros pode ser realizada a partir de maio (PATRICIO e CERVI,
2005). Seus frutos secos e deiscentes geralmente apresentam sementes
Unicas e esféricas (PASTORE, 2003; PENNINGTON, 2016), mas também
podem ocorrer capsulas com até duas sementes por loculo, com forma plano-
convexa (PATRICIO e CERVI, 2005; PENNINGTON, 2016).

A semente possui testa lisa e brilhante de coloracdo marrom-escuro a
avermelhada e esta parcialmente recoberta por um arilo carnoso de cor
alaranjada (PATRICIO e CERVI, 2005). O arilo ajuda na dispersdo zoocorica
da semente, pois atrai os animais dispersores (TAKAHASI e FINA, 2004).
Entretanto, a sua presengca aumenta a possibilidade de contaminacao por
fungos, inviabilizando-a (CAMPOS, 2007). Zimback et al. (2015) caracterizaram
as suas sementes como recalcitrantes, isso quer dizer que elas ndo toleram
dessecacdo e em ambiente natural sdo dispersas com alto grau de umidade.
As sementes recalcitrantes representam um desafio, primeiramente em como
assegurar sua umidade durante o transporte e posteriormente em como
armazena-las, sob condicbes de umidade que mantenham a viabilidade do
embrido, sem que haja contaminacdo por microrganismos (FONSECA;
FREIRE, 2003). Devido a recalcitrancia das sementes, estudos sobre
micropropagacdo da espécie sdo relevantes, uma vez que esta técnica nao
implica em armazenamento destas para germinacdo, pois utiliza tecidos ja
diferenciados da planta matriz para obter um novo individuo.

Prim et al. (2020) estabeleceram um protocolo completo para
micropropagacgéao de T. pallida utilizando segmentos cotiledonares e apicais de
mudas obtidas por germinacdo de sementes in vitro e ex vitro mantidas em

casa de vegetacao. Os melhores resultados de regeneracéo de brotos (98% e
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sete brotos por explante) foram obtidos em meio MS (Murashige e Skoog,
1962), suplementado com 2 uM de 6-benzilaminopurina (BAP). O enraizamento
foi recomendado utilizando o meio MS/2 (MS, com a concentracdo de sais
reduzida pela metade), adicionado de 5 uM de acido indol-3-butirico (AIB) e o
transplantio foi eficiente (87,76% de sobrevivéncia), ap6s 90 dias de
aclimatizacao em casa de vegetacao.

A maioria das pesquisas encontradas com T. pallida se referem ao
potencial do extrato de suas folhas e ramos no combate a diversas espécies de
insetos-praga, mostrando bons resultados com lagarta-do-cartucho
(Spodoptera frugiperda) (BORGONI e VENDRAMIN, 2005), afideos
(Rhopalosiphum maidis) (PITA et al.,, 2011), mosca-branca (Bemisia tabaci
biotipo B) (SOUZA e VENDRAMIN, 2001), gorgulho-do-milho (Sitophilus
zeamais) (ALBANESE, 2010) e ampola-de-erva-mate (Gyropsylla
spegazziniana) (BARZOTTO, 2010).

2.4 MICROPROPAGACAO

Micropropagacao € um tipo de propagacao vegetativa, conduzida sob
condicdes assépticas e controladas, em um microambiente do frasco de cultivo,
no qual tem todas as exigéncias de crescimento de uma planta (GUPTA et al.,
2020).

A micropropagacdo ou propagacdo vegetativa in vitro se refere as
técnicas de cultura de tecidos vegetais ja bastante utilizadas comercialmente
pela agricultura e horticultura e que também vém sendo empregadas na area
ambiental (RODRIGUEZ; VENDRAME, 2003) como alternativas viaveis para
propagacdo massal de espécies ecologicamente importantes, ameacadas ou
de dificil propagacdo no campo incrementando os programas de conservacao
de germoplasma, melhoramento genético, recuperacao de areas degradadas e
plantio homogéneo (RODRIGUEZ; VENDRAME, 2003; OLIVEIRA et al., 2013;
ARAGAO et al., 2015).

As técnicas de micropropagac¢édo sao: |) proliferacdo de gemas axilares,
II) inducdo de gemas adventicias por organogénese, de origem direta ou
indireta (passando pela formacédo de calo), e Ill) multiplicacdo por meio de

embriogénese somética (XAVIER et al., 2013). Para a micropropagacao



17

comercial de espécies florestais, a rota preferencial é a de inducdo de gemas
axilares, uma vez que esse processo ocorre de maneira espontanea na
natureza, sendo mais seguro e facil de controlar em laboratério, além de
mostrar-se geneticamente mais estavel (OLIVEIRA et al. 2013; RAM et al,
2014).

2.4.1 Micropropagacgéo de Meliaceae

Diversos estudos sobre micropropagacédo de Meliaceae foram
publicados a partir dos anos 1980. A Tabela 1 apresenta uma relacdo dos
artigos encontrados sobre o tema, apresentando a espécie, a técnica de
micropropagagao e o tipo de explante utilizado.

Protocolos eficientes de micropropagacao para A. excelsa (LIEW e
TEO, 1998), A. indica (RODRIGUES et al., 2011), C. montana (BASTO et al.,
2012), C. odorata (GARCIA-GONZALES et al., 2011), K. ivorensis (HALIZA et
al., 2014), K. senegalensis (HUNG e TRUEMAN, 2011), M. dubia (RAM et al.,
2014), M. azedarach (VILA et al., 2002; HUSAIN e ANIS, 2009) e T. pallida
(PRIM et al., 2020) foram desenvolvidos a partir da inducdo de gemas axilares
utiizando segmentos do caule. Outros protocolos eficientes foram
desenvolvidos por meio da inducdo de gemas adventicias utilizando raizes
para A. indica (ARORA et al., 2011) e peciolo para T. ciliata (DAQUINTA et al.,
2005).

O sucesso na propagacédo in vitro € dependente de diversos fatores
ambientais e fisiolégicos. Um deles é escolha adequada do tipo de explante
que depende do objetivo desejado, da espécie, da disponibilidade de material
vegetativo e da estrutura de propagacao disponivel (XAVIER et. al. 2013).

Estudos com o objetivo de investigar possiveis diferencas nas
respostas morfofisiologicas desenvolvidas por diferentes tipos de explantes
foram conduzidos utilizando segmentos cotiledonares e apicais (BASTOS et al.,
2012; ARAGAO et al., 2016; PRIM et al., 2020). Diferencas entre os tipos de
segmentos de C. fissilis em meio MS, com adicédo de 20 g L sacarose e 2,5
UM BAP foram observadas por Aragao et al. (2016). Os segmentos apicais
apresentaram maior numero de brotos (~2,0), enquanto o0s segmentos

cotiledonares eram mais longos e vigorosos.
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TABELA 1 — LISTA DE ARTIGOS SOBRE MICROPROPAGACAO DE MELIACEAE.

- NOME- ROTA DE
ESPECIE VULGAR MICROPROPAGACAO EXPLANTE | AUTOR/ANO
. Inducédo gemas . ARORA et al.,
Azgdwachta Nim adventicias Raiz 2011
indica A. Juss.
Azadirachta Nim Z;ﬁg‘:irsa‘?ao degemas | goumentos | RODRIGUES et
indica A. Juss. nodais al., 2011
Capralea : Proliferacédo de gemas Segmentos | ROCHA et. al.,
canjerana (Vell.) | canjerana ; :
axilares nodais 2007
Mart.
Segmentos B
Cedrela fissilis Proliferacdo de gemas apicais e ARAGAO et al.,
cedro-rosa ; .
Vell. axilares nodais 2016
Brotos,
Cedrela montana Prphferac;ago de gemas folhas,,nos, BASTO et al.,
. - axilares e inducéo de entrenos e
Moritz ex Turcz 2 P 2012
gemas adventicias peciolos
Cedrela odorata cedro- Proliferacdo de gemas Segmentos | FLORES et al.,
L. espanhol axilares nodais 2012
Khaya ivorensis mogno- Proliferagéo de gemas ieig(]:r;izr:atos HALIZA et al.
A. Chev. africano axilares pica 2014
nodais
sK:r?gaalensis A mogno- Proliferacéo de gemas Brotos HUNG;
See) ~ | africano axilares TRUEMAN, 2011
Melia dubia Cav. : Proliferacdo de gemas | Segmentos | p v o a1 2014
axilares nodais
Melia azedarach : Proliferacdo de gemas Segmentos | HUSAIN; ANIS,
cinamomo ; .
L. axilares nodais 2009
Swietenia mogno- Proliferacdo de gemas Segmentos | PATINO et al.,
macrophylla o : .
. brasileiro axilares nodais 2013
King.
Toona ciliata M. cedro- Inducéo de gemas DAQUINTA et al.,
: . Folhas
Roem. australiano | adventicias 2000
_— . . ~ Segmentos
Trichilia pallida Catiguéa Prpllferac;ao de gemas apicais e PRIM et al., 2020
Swartz. axilares nodais

FONTE: A autora (2020).

Os segmentos apicais e cotiledonares de T. pallida foram cultivados em

meio MS, suplementado com diferentes concentracdes de BAP (0, 2, 4 e 8 uM).

Os resultados indicaram que a adicdo de BAP promoveu um aumento na
formacdo de brotos laterais atingindo o maior numero de brotos (7,0) com a
concentracdo de 2 pM, no segundo subcultivo (PRIM et al., 2020). Resultado
semelhante foi obtido por Ram et al. (2014) no cultivo in vitro de segmentos
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nodais de M. dubia, com taxa de multiplicacdo de 4,92 obtida em meio MS,
com adicéo de 2,22 uM de BAP.

Bastos et al. (2012) testaram diversos tipos de explantes, sendo que foi
estabelecido um protocolo de micropropagacdo viavel apenas para 0S
segmentos nodais de matrizes juvenis, cultivados em meio MS/3 (MS, com 0s
sais reduzidos a 1/3). Os segmentos desenvolveram brotos axilares em 45,8%
dos explantes e 56,2% apresentaram enraizamento espontaneo, sem adicéo
de reguladores vegetais. Os brotos alongados produziram brotos adventicios
(50%) com a adicdo de 0,5 uM BAP e 0,5 pM de acido a-naftalenoacético
(ANA) e 20% enraizaram com suplementacdo de 0,5 pM ANA. As folhas
cultivadas in vitro ndo responderam a nenhum dos tratamentos empregados,
mesmo com a suplementacdo de tidiazuron (TDZ) ao meio de cultura. Os
peciolos formaram calos (3,9%) em meio com 13,3 uM BAP e 5 uM ANA e em
22% dos explantes de entrenés com uma concentracdo maior dos mesmos
reguladores, porém ndo ocorreu a formacéo de brotos nem em peciolos e nem
nos entrenos.

Daquinta et al. (2005) obtiveram formac&o de brotos a partir de calos
(44,5%) de peciolos de T. ciliata, cultivados em meio MS suplementado com
0,25 uM de TDZ, apos seis meses de cultivo. Os brotos foram mantidos nos
frascos no escuro até a fase de alongamento e completaram o0 seu

desenvolvimento em meio MS, contendo 4,4 uM de AIB, na presenca de luz.

4.1.2 Meio de cultura

Além do tipo de explante, a composi¢cao do meio de cultura € de grande
importancia, pois fornece as substéncias essenciais para o desenvolvimento
dos explantes, influenciando em suas respostas morfofisiolégicas in vitro
(ALMEIDA et al., 2012; PRIM et al., 2020).

O meio MS vem apresentando os melhores resultados para a
micropropagacao de Meliaceae, embora outros meios de cultura como WPM
(“‘wood plant medium”, LIOYD; MC COWN, 1981), JADS (CORREIA et al.,
1995) e B5 (GAMBORG et al., 1968) foram mais eficientes para a propagacéo
de outras espécies lenhosas (FLORES et al., 2011; BASSEGIO et al., 2017).
Os resultados obtidos por Rocha et al. (2007), Rodrigues et al. (2011) e Haliza
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et al. (2014) corroboram com a superioridade do meio MS na propagacao de
Meliaceae, ao comparar diferentes meios para a micropropagacao.

Rocha et al. (2007) ao compararem as taxas de multiplicacdo dos
explantes de C. canjerana, cultivados em meios MS e WPM, suplementados
com 2,5 uM de BAP obtiveram 1,77 e 1,12 respectivamente, no segundo
subcultivo. Haliza et al. (2014) compararam os meios MS, WPM e B5 e
indicaram o meio MS, acrescido de 10 uM de BAP para o estabelecimento das
culturas (3,4 brotos) e MS contendo 4,4 uM BAP para a multiplicacao (3,5) de
K. ivorensis. Resultado favoravel ao MS também foi relatado por Rodrigues et
al. (2011) na micropropagacdo de A. indica, com 0 maior numero médio de
brotos obtido com o meio MS (~ 1,7), seguido do WPM (~ 1,0) e do JADS (~
0,8).

2.4.1.3 Reguladores vegetais

Um dos grandes desafios da micropropagacao é a selecdo do balanco
entre 0s reguladores de crescimento para estimular o crescimento e
desenvolvimento dos explantes (OLIVEIRA et al., 2013). Diversas citocininas e
auxinas podem ser utilizadas de acordo com o objetivo proposto. BAP é a
citocinina mais utilizada para induzir a multiplicacdo de brotos de diversas
espécies.

Combinacdes entre diferentes citocininas ou entre citocininas e auxinas
também podem promover resultados positivos para algumas espécies. Para a
etapa de iniciacdo do cultivo in vitro de M. dubia, a melhor resposta ocorreu
com a combinacéo de 2,22 uM de BAP e 0,54 uM ANA (90% de explantes
com brotos e comprimento médio de 2,80 cm), enquanto que essa
concentragdo de BAP sozinha induziu 85,03% de explantes com brotos e o
comprimento médio de 1,97 cm (RAM et al., 2014). A adicdo de 5 uM BAP e
0,5 uM AIA promoveu 90% de porcentagem de brotos e comprimento médio de
3,6 cm na etapa de multiplicacdo de M. azedarach. O niumero médio de brotos,
com essa combinacédo de BAP e AlA (14,3) foi maior do que o obtido s6 com
BAP (9,4). A combinacéo de 5 uM BAP e 0,5 uM ANA testada para explantes
de M. dubia resultou em 60% dos explantes com brotos, nimero médio de 7,0

e comprimento médio de 2,8 cm (HUSAIN et al., 2009). Estes resultados
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demonstraram a especificidade que ha nas respostas morfofisiologicas para

cada espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Estabelecer um protocolo eficiente para regeneracdo de brotos de T.
casaretti, T. elegans e T. pallida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um levantamento bibliografico sobre micropropagacdo de
Meliaceae;

e Testar qual o melhor tipo de explante entre: segmentos de peciolos, do
limbo foliar e segmentos caulinares apicais ou nodais e

e Verificar qual a melhor concentracdo de BAP para a regeneragao de

brotos das trés espécies.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Micropropagacao Vegetal, situado no Departamento de Botanica do Setor de

Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).

4.1 MATERIAL VEGETAL

As plantas matrizes foram obtidas por germinacdo ex vitro e
transplantadas em bandejas de polipropileno com 200 células (2 cm de
diametro por célula) com vermiculita de granulometria fina Eucatex® e Plantmax
Florestal® (1:3) (FIGURA 1). As matrizes foram mantidas em casa de
vegetacdo durante seis meses, com temperatura média de 18 + 3°C, maxima
de 20 = 3°C e minima de 15 + 3°C, iluminac¢éo fornecida por lampadas de vapor
de merclrio (250 W), e com intensidade luminosa de 50 pmol m? st e
fotoperiodo de 12 horas. As plantas foram pulverizadas com 1 g L do fungicida
Cercobin®, uma vez por semana durante os seis meses e 24 horas antes da

coleta dos explantes.

FIGURA 1 — PLANTAS MATRIZES A) Trichilia casaretti, B) Trichilia elegans e C) Trichilia
pallida, APOS SEIS MESES DA GERMINACAO EX VITRO E MANTIDAS EM CASA DE
VEGETACAO.
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4.2 COLETA DOS EXPLANTES E DESINFESTACAO

Os segmentos caulinares apicais e nodais (1,0 — 1,5 cm de
comprimento), explantes do limbo foliar (0,5 x 0,5 cm) e peciolo (0,5 - 1,0 cm)
de T. casaretti, T. elegans e T. pallida foram coletados, lavados com detergente
comercial durante 15 minutos, seguido de seis lavagens com &agua. Em
seguida, em capela de fluxo laminar, os explantes foram imersos em solucéo
com cloreto de mercurio (HgCl2) na concentracdo de 0,05%, acrescida de 0,1%
de Tween 20, durante 10 minutos em suave agitacdo, seguido por seis
enxagues em agua destilada esterilizada.

A avaliagdo da porcentagem de contaminagcdo por fungos, por
bactérias, de necrose e de sobrevivéncia foi calculada apds 30 dias de cultivo.

4.3 ESTABELECIMENTO DAS CULTURAS IN VITRO

Os explantes sobreviventes (brotagcbes apicais e segmentos
caulinares), medindo aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram
cultivados em meio MS, com adicdo ou ndo de BAP e as concentracdes

variaram conforme a espécie (Figura 2).

FIGURA 2 — ESQUEMA DO TIPO DE EXPLANTE E DAS CONCENTRACOES DE BAP
UTILIZADAS NO ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Trichilia elegans, Trichilia pallida e
Trichilia casaretti.

Limbos foliares e BrotacOes apicais e

Peciolos Segmentos nodais
0 2T.4elegan;| d T. elegans
,2,4e8uMde ]
BAP sem regulador
T. pallida T. pallida
sem regulador sem regulador
[T casaretti ) [T casaretti
—1 0,1,2e 4 uM de —0,1,2e4 uM de
BAP BAP
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4.4 INDUCAO E REGENERACAO DE BROTACOES

Explantes do limbo foliar e do peciolo das trés espécies foram
cultivados individualmente em meio MS com O, 1, 2 e 4 uM de BAP, por um
periodo de até 120 dias. Cada tratamento foi constituido de 10 explantes e
quatro repeticoes.

Os explantes caulinares de T. pallida e T. elegans foram cultivados em
meio MS, suplementado com 2 uM de BAP (Figura 3). Para T. pallida foram
colocados quatro brotos apicais por frasco e seis ou sete repeticdes,
respectivamente, no cultivo inicial e primeiro subcultivo, enquanto que para os
segmentos caulinares, foram realizadas trés repeticbes com quatro explantes.
No segundo subcultivo, os explantes foram cultivados em meio sem adi¢cao ou
com 1 uM de BAP. Foram colocados quatro explantes por frasco e oito
repeticbes nos meios sem adicdo de BAP e sete repeticdes para 0 meio com
adicéo de 1 uM de BAP.

Para o cultivo inicial de T. elegans foram colocados seis explantes por
frasco, com oito repeticbes para 0s brotos apicais e sete repeticbes para 0s
segmentos caulinares. No primeiro subcultivo, foram comparados os explantes
em meio sem adicdo e com 1 ou 2 pM de BAP. Foram colocados seis brotos
por frasco e cinco repeticoes.

Os explantes de T. casaretti foram estabelecidos in vitro em meio com
adicao de BAP: 0, 1, 2 e 4 uM e no cultivo inicial foram transferidos para meio
com 1 uM de BAP (Figura 3). Foram colocados cinco brotos apicais por frasco
e trés repeticdes por tratamento. Para os segmentos nodais, também foram
cultivados cinco explantes por frasco e trés repeticbes, com excecdo do
tratamento com 1 uM de BAP que foi constituido de cinco repeticdes. No
primeiro e segundo subcultivo, os explantes foram transferidos para meio
contendo 2 pM de BAP. Foram colocados cinco explantes por frasco e seis
repeticdes por tratamento.

A avaliagdo do cultivo inicial e dos subcultivos das trés espécies foi
realizada a cada 30 dias, considerando as seguintes variaveis: nimero médio
de brotos por explante, comprimento médio da parte aérea e porcentagem de

necrose.
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FIGURA 3 - ESQUEMA DASNCONCENTRAQONES DE 6-BENZILAMINOPURINA (BAP)
UTILIZADAS NA MULTIPLICACAO DE BROTACOES APICAIS E SEGMENTOS NODAIS
PARA Trichilia elegans, Trichilia pallida e Trichilia casaretti.

2 Ao Primeiro Segundo
i Jusiel subcultivo subcultivo
) )
T. elegans T. elegans
—1 2pMde — 0,1e2uM
BAP de BAP
~——o ~——o
) )
T. pallida T. pallida T. pallida
—| 2pMde —| 2uMde OelpuMde
BAP BAP BAP
~——o ~——o
) )
T. casaretti T. casaretti
—1 1uMde —1 2uMde
BAP BAP
~——o

4.5 MEIO DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

O meio de cultura utilizado foi o de Murashige e Skoog (1962) (MS)
semi-sélido, suplementado com 5,4 g L de &gar Himedia®, 1 ml L' de PPM
(“Plant Preservative Mixture”) e 3% de sacarose. Para a etapa de
estabelecimento in vitro de T. pallida e T. elegans, 0 meio de cultura ndo foi
suplementado com regulador vegetal e para T. casaretti foi adicionada BAP (0,
1, 2 e 4 yM). Para a etapa de inducéo e regeneracdo de brotos das trés
espécies, o meio MS foi suplementado com 0 a 2 uM de BAP.

O pH dos meios de cultura foi ajustado entre 5,7 — 5,8, com HCI ou
NaOH 1 N, antes da autoclavagem. Os meios foram distribuidos em tubos de
ensaio (20 x 100 mm, 10 ml) para etapa de estabelecimento in vitro ou frascos
(60 x 100 mm, 40 ml) para inducdo e regeneracdo de brotos. Os tubos e
frascos foram fechados com tampas de polipropileno e posteriormente,
autoclavados a 121 °C por 20 minutos a 1,06 kg cm de pressao.

Os procedimentos de instalagéo de culturas in vitro e subcultivos para
meio de regeneracdo de brotacdes foram realizados em capela de fluxo
laminar, com o auxilio de pincas e bisturis e 0 uso de esterilizador elétrico. Os
explantes foram inoculados individualmente nos tubos de ensaio na etapa de

estabelecimento de culturas in vitro ou com cinco ou seis explantes por frasco
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para a fase de multiplicacdo. Os tubos e frascos contendo os explantes foram
vedados com plastico filme. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura controlada de 22 + 2°C, intensidade luminosa de
50 umol m?2 s, fornecida por lampadas tubo de led Empalux® (20 W, luz
branca 6.500 K) e fotoperiodo de 16 horas. Na fase de estabelecimento in vitro,
0s explantes caulinares foram mantidosl4 dias no escuro antes de serem
expostos a luz. Os explantes foliares foram cultivados no escuro por periodos
que variaram entre 21 a 120 dias.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk (P<0,05) e analise de homogeneidade de variancias pelos testes
F ou Bartlett (P<0,05). As médias foram comparadas pelo teste de Fischer para
0 estabelecimento e para a multiplicacdo foram comparadas pelos testes T ou
ANOVA (dados normais) ou teste de Wilcoxon ou Kruskal-Wallis (dados né&o-
normais) (P<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO

Os explantes foliares das trés espécies testadas apresentaram baixa
porcentagem de contaminacdo microbiana (inferior a 10%), no entanto, ndo
responderam aos tratamentos com BAP ou necrosaram.

O tratamento de desinfestacao utilizado foi eficiente para os explantes
caulinares de T. elegans, sendo que nao ocorreu diferenca significativa da
contaminacgdao por bactérias e fungos (Teste de Fischer, P>0,05). Os dados das
tabelas 2 demonstraram uma alta porcentagem de sobrevivéncia (acima de

90%) de T. elegans, independente do tipo de explante (Tabela 2).

TABELA 2 — PORCENTAGEM DE CONTAMINACAO MICROBIANA, DE SOBREVIVENCIA E
RESPOSTA DE BROTACOES DE Trichilia elegans, APOS 30 DIAS DE CULTIVO EM MEIO
MS.

EXPLANTES

BACTERIA FUNGO SOBREVIVENCIA N° MEDIO
EXPLANTE =70 %) (%) CoM EE)OTOS DE BROTOS
Brotacao 200 A 600 A 92,00 A 90,50 1,10
apical
Segmento 167 A 667 A 91,67 A 66,25 1,03
caulinar

Médias com letras iguais nas colunas nao diferem significativamente pelo Teste de Fischer
(P>0,05).

Os segmentos nodais de T. pallida apresentaram contaminacéo flungica
(35,55%) superior a das brotacdes apicais e 11,11% de necrose e
conseguentemente a porcentagem de sobrevivéncia das brotacdes apicais foi

mais elevada (Tabela 3, Teste de Fischer, P<0,05.)

TABELA 3 — PORCENTAGEM DE CONTAMINACAO MICROBIANA, DE NECROSE, DE
SOBREVIVENCIA E RESPOSTA DE BROTACOES DE Trichilia pallida, APOS 30 DIAS DE
CULTIVO EM MEIO MS.

EXPLANTES

EXPLANTE BACTERIA FUNGO NECROSE SOBREVIVENCIA COM N° '\gEED'O
(%) (%) (%) (%) BROTOS BROTOS
(%)
Brotagdo 417 A 417 B 0,00 91,66 A 95,83 1,00
apical
Segmento 4499 A 3555 A 11,11 4223 B 78,67 1,42
caulinar

Médias com letras iguais nas colunas nao diferem significativamente pelo Teste de Fischer
(P>0,05).
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Os explantes de T. casaretti, apds 0 mesmo tratamento de
desinfestacdo utilizado para as outras espécies (0,05% de HgCl2, durante 10
minutos), foram inoculados também em meio MS, sem e com adi¢cdo de BAP
para verificar se a citocinina poderia acelerar a indugdo de maior nimero de
brotos. A porcentagem de fungos obtida em todos os tratamentos foi baixa
(menor de 10%) para brotos apicais e a mais alta foi de 20% para os
segmentos nodais, cultivados em meio sem regulador vegetal. A contaminacgao
por bactérias variou entre 8,00 e 25,92% (Tabela 4). A porcentagem de
necrose mais alta (20%) ocorreu com segmentos caulinares cultivados no meio
com maior concentracdo de BAP (4 uM). A porcentagem de explantes com
brotos foi de 100%, independente do tipo de explante e da adi¢cdo ou nédo de
BAP e o numero médio de brotos foi maior para os segmentos caulinares
(Tabela 4).

TABELA 4 — PORCENTAGEM DE CONTAMINACAO MICROBIANA, DE NECROSE, DE
SOBREVIVENCIA E RESPOSTA DE BROTAGOES DE Trichilia casaretti, APOS 30 DIAS DE
CULTIVO EM MEIO MS COM 0, 1, 2 E 4 pM DE BAP.

EXPLANTE/ BACTERIA FUNGO NECROSE SOBREVIVENCIA N° MEDIO DE
CONCENTRACAO (%) (%) (%) (%) BROTOS
DE BAP (uM)

Brotacao apical

0 14,81 3,70 3,70 77,78 1,03
1 25,92 3,70 3,70 77,78 1,70
2 25,92 7,40 0,00 70,37 1,59
4 14,81 7,40 3,70 77,78 1,66
Segmento caulinar

0 12,00 20,00 4,00 68,00 1,84
1 12,00 8,00 8,00 72,00 2,16
2 24,00 12,00 4,00 60,00 2,08
4 8,00 8,00 20,00 68,00 1,88

5.2 INDUCAO E REGENERACAO DE BROTOS

Os brotos apicais e segmentos caulinares das trés espécies testadas
apresentaram 100% de explantes com brotos, tanto no cultivo inicial, como nos
subcultivos.

No cultivo inicial, T. elegans apresentou diferenca significativa entre os
tipos de explante utilizados para a variavel de numero médio de brotos, sendo
maior (3,75) em brotacdes apicais (Teste T, P<0,05). O comprimento meédio

dos brotos ndo variou para os explantes testados (Tabela 5).
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TABELA 5 — NUMERO E COMPRIMENTO MEDIO DE BROTOS DE Trichilia elegans, APOS
30 DIAS DE CULTIVO EM MEIO MS, SUPLEMENTADO COM 2 uM BAP.

N° MEDIO DE COMPRIMENTO MEDIO
EXPLANTE BROTOS/EXPLANTE DE BROTOS (CM)
Brotacédo apical 2,08 B 1,39 A
Segmento caulinar 3,75 A 1,32 A

Médias com letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente pelo Teste T (P<0,05).

Resposta semelhante foi obtida para segmento caulinar de T. pallida,
com maior numero médio de brotos (2,50), quando comparado com o da
brotacdo apical (Teste T, P<0,05). O comprimento médio dos brotos também
variou significativamente, com o melhor resultado obtido para brotacdo apical
(1,82 cm) (Tabela 6, Teste T, P<0,05).

TABELA 6 — NUMERO E COMPRIMENTO MEDIO DE BROTOS DE Trichilia pallida, APOS 30
DIAS DE CULTIVO EM MEIO MS, SUPLEMENTADO COM 2 uM BAP.

N° MEDIO DE COMPRIMENTO MEDIO
EXPLANTE BROTOS/EXPLANTE DE BROTOS (CM)
Brotacgdo apical 1,42 B 1,82 A
Segmento caulinar 2,50 A 1,16 B

Médias com letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo Teste T (P<0,05).

Os explantes de T. casaretti, inicialmente estabelecidos in vitro em
meio com BAP, apresentaram maiores nimeros medios de brotos. As melhores
respostas ocorreram com 0s brotos apicais e segmentos nodais vindos do meio
acrescido de 4 uM (2,87 e 2,97, respectivamente) (Tabela 7). O comprimento
médio dos brotos variou pouco para os dois tipos de explantes, independente
do meio com adicado de BAP, sendo que, o segmento apical cultivado em meio
com 1 pM de BAP apresentou a maior média (1,93 cm) (Tabela 7). Porém,
observou-se que embora os explantes formassem mais brotos com essa
concentracdo, alguns formavam tufos e eram pequenos, como pode ser

observado na figura 3C.
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TABELA 7 — NUMERO E COMPRIMENTO MEDIO DE BROTOS DE Trichilia casaretti, APOS
30 DIAS DE CULTIVO EM MEIO MS, SUPLEMENTADO COM 1 uM BAP.

EXPLANTE/ CONCENTRACAO N° MEDIO DE COMPRIMENTO MEDIO
DE BAP NO ESTABELECIMENTO BROTOS/EXPLANTE DE BROTOS (CM)
IN VITRO (uM)

Brotagé&o apical

0 1,05 1,56

1 2,20 1,93

2 1,87 1,87

4 2,87 1,64
Segmento nodal

0 1,25 1,75

1 1,82 1,66

2 1,67 1,66

4 2,97 1,74

A andlise do primeiro subcultivo dos explantes de T. elegans,
cultivados em meio com 0, 1 e 2 uM de BAP, indicou que com adi¢cdo de BAP
aumentou o numero médio de brotos apesar da diferenca ndo ter sido
significativa (Teste Kruskal-Wallis, P>0,05). A melhor resposta ocorreu com 2
UM de BAP (3,23) (Tabela 8, Figuras 3D, 3E e 3F). No entanto, o comprimento

meédio da parte aérea foi semelhante nos tratamentos testados (Tabela 8).

TABELA 8 — NUMERO E COMPRIMENTO MEDIO DE BROTOS DE Trichilia elegans, APOS
30 DIAS DO PRIMEIRO SUBCULTIVO, EM MEIO MS, SEM OU COM ADICAO DE 1 E 2 uM
BAP.

CONCENTRACAO N° MEDIO DE COMPRIMENTO MEDIO DE
DE BAP (uM) BROTOS/EXPLANTE BROTOS (CM)

0 1,67 A* 1,37 A**

1 2,57 A* 1,45 A*

2 3,23 A* 1,38 A*

*Médias com letras iguais nas colunas nao diferem significativamente pelo Teste de Kruskal-
Wallis ou *ANOVA (P>0,05).

O primeiro subcultivo dos explantes de T. pallida, cultivados em meio
MS, contendo 2 uM de BAP, demonstrou um aumento no namero de brotos,
quando comparado com o dos explantes do cultivo inicial. Além disso, o
namero médio de brotos foi significativamente maior para os segmentos nodais
gue atingiram a média de 4,33 brotos por explante (Figura 3H e 3l), quando
comparado com 1,18 brotos dos segmentos apicais (Figura 3G, Teste de
Wilcoxon, P<0,05). O comprimento médio da parte aérea ndo variou entre 0s
explantes testados (Tabela 9, Teste T, P>0,05).
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TABELA 9 — NUMERO E COMPRIMENTO MEDIO DE BROTOS DE Trichilia pallida, APOS
30 DIAS DO PRIMEIRO SUBCULTIVO, EM MEIO MS, COM ADICAO DE 2 uM BAP.

N° MEDIO DE COMPRIMENTO MEDIO DE
EXPLANTE BROTOS/EXPLANTE BROTOS (CM)
Brotacédo apical 1,18 B* 1,55 Ax*
Segmento nodal 4,33 A* 1,52 A**

*Médias com letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo Teste Wilcoxon
(P<0,05).
**Médias com letras iguais na coluna nao diferem significativamente pelo Teste T (P>0,05).

A andlise estatistica do segundo subcultivo de T. pallida indicou que
nao houve diferencas significativas entre as concentracdes de BAP utilizadas
para nenhuma das variaveis testadas. Tanto o numero médio de brotos, como
também o comprimento médio da parte aérea variou pouco entre 0s explantes,
independente da adicdo de BAP (Tabela 10). Entretanto, ocorreu um aumento
na porcentagem de necrose que foi o dobro nos explantes (36%) cultivados no

meio com BAP. Nesse subcultivo, ndo foi comparado o tipo de explante.

TABELA 10 — NUMERO E COMPRIMENTO MEDIO DE BROTOS DE Trichilia pallida, APOS
30 DIAS DO SEGUNDO SUBCULTIVO EM MEIO MS, SEM OU COM 1 uM DE BAP.

CONCENTRACAO DE N° MEDIO DE COMPRIMENTO MEDIO DE
BAP (uUM) BROTOS/EXPLANTE BROTOS (CM)

0 2,16 A 1,14 A

1 2,39 A 1,21 A

Médias com letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente pelo Teste T (P>0,05).

As respostas de regeneracdo de brotos de T. casaretti obtidas no
primeiro subcultivo foram inferiores as do cultivo inicial. Os maiores numeros
meédios dos brotos apicais de T. casaretti ocorreram com explantes vindos do
meio com 4 pM de BAP na etapa de estabelecimento in vitro (2,20). No
entanto, para os segmentos nodais, a melhor resposta ocorreu para 0s
explantes vindos do meio com 1 uM de BAP (2,22) (Figura 3B). O comprimento
médio dos brotos foi semelhante para os dois tipos de explantes testados,
como observado no cultivo inicial (Tabela 11). A analise do primeiro subcultivo
revelou que os explantes apicais e nodais vindos do meio MS com 4 uM de
BAP, apresentaram maior nimero medio de brotos e menor comprimento

médio da parte aérea (Tabela 11, Figuras 3A, 3B e 3C).
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TABELA 11 - NUMERO E COMPRIMENTO MEDIO DE BROTOS DE Trichilia casaretti, APOS
30 DIAS DO PRIMEIRO SUBCULTIVO EM MEIO MS, COM ADICAO DE 2 uM BAP.

EXPLANTE/ CONCENTRACAO N° MEDIO DE COMPRIMENTO MEDIO
DE BAP DO ESTABELECIMENTO BROTOS/EXPLANTE DE BROTOS (CM)
IN VITRO (uM)

Brotagé&o apical

0 1,00 1,37

1 1,80 1,39

2 1,42 1,42

4 2,00 1,19
Segmento nodal

0 1,11 1,39

1 2,22 1,46

2 1,25 1,48

4 1,25 1,34

FIGURA 3 — RESPOSTAS DE REGENERACAO DE BROTOS, APOS 30 DIAS DO
PRIMEIRO SUBCULTIVO EM MEIO DE CULTURA MS COM ADICAO DE 2 uM DE BAP
(Trichilia elegans E Trichillia pallida) OU 1 uM DE BAP (Trichilia casarettiy A) BROTACAO
APICAL DE T. casaretti, B) SEGMENTO NODAL DE T. casaretti E C) BROTOS EM TUFO
DE T. casaretti; D) BROTAGAO APICAL DE T. elegans, E) SEGMENTO NODAL DE T.
elegans E F) BROTOS EM TUFO T. elegans; G) BROTACAO APICAL DE T. pallida, H)

SEGMENTO NODAL DE T. palida E BROTOS EM TUFO T. pallida.
A = |B l—l g —
G — —

Y7

FONTE: A autora (2020).
Barras =1 cm.
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6. DISCUSSAO

O levantamento bibliografico sobre micropropagacdo de espécies de
Meliaceae indicou que as espécies que apresentaram mais estudos até o
momento sdo as de maior valor econdmico, como: A. indica, C. fissilis, M.
azedarach e S. macrophylla. A preferéncia de estudos com tais espécies pode
ter sido porque essas sao intensamente exploradas em seu ambiente, devido
as qualidades de sua madeira e necessitam com urgéncia do desenvolvimento
de tecnologias que possam ajudar na sua manutencdo e conservacao na
natureza e ao mesmo tempo permitam sua utilizacdo comercial de maneira
sustentavel.

Estudos com micropropagacdo de T. elegans e T. casaretti sé&o
inexistentes e com T. pallida foi estabelecido um protocolo recente de producdo
de mudas a partir de material juvenil (PRIM et al., 2020), que serviu de base
para a instalacdo de experimentos com as trés espécies. Para outras espécies
de Trichilia, estudos com micropropagacdo também sdo escassos, por isso, foi
realizada a revisdo bibliogréafica da familia Meliaceae.

As culturas de T. elegans, T. pallida e T. casaretti foram estabelecidas
in vitro com sucesso utilizando explantes caulinares juvenis e regeneraram
brotos por organogénese direta. Para muitas espécies lenhosas, a etapa de
desinfestacdo € limitante devido as elevadas porcentagens de contaminacao
microbiana. O tratamento com HgCl2 (0,05%, durante 10 minutos) foi eficiente
para os explantes caulinares de T. elegans e brotos apicais de T. pallida, sendo
obtidas porcentagens de sobrevivéncia superiores a 90%, enquanto que para
0os explantes de T. casaretti foi de aproximadamente 70%. Embora outras
substancias possam ser utilizadas como agentes desinfestantes, o
estabelecimento de T. catigua e T. pallida em estudos anteriores s6 foi possivel
com o tratamento dos explantes com cloreto de mercario (VALMORBIDA,
2007; PRIM et al., 2020)

Os segmentos caulinares de T. pallida apresentaram as maiores
porcentagens de contaminacdo microbiana (11,11 e 35,55% de bactérias e
fungos) e isso pode ter sido ocasionado pelo fato dos explantes se localizarem

na regiao basal da plantula, préximo ao substrato.
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Essa dificuldade de desinfestacdo de segmentos caulinares de outra
espécie de Trichilia (T. catigua) ja havia sido relatada por Valmorbida (2007).
Para essa espécie foram realizados vérios experimentos de desinfestacdo
utilizando etanol, hipoclorito de sédio e célcio, HgClz, fungicidas e antibiéticos,
em diferentes concentracdes, tempos de exposicdo e também combinacdes de
agentes desinfestantes. A maior porcentagem de sobrevivéncia de T. catigua
foi obtida com imersdo em solucéo de 0,05% de HgCl2, durante cinco minutos,
seguida de solucdo de hipoclorito de sodio 1,5% durante 15 minutos e com
adicdo do antibidtico rifampicina obteve-se 84,17% de sobrevivéncia e sem
antibiético 55,36% (VALMORBIDA, 2007).

No presente estudo foram obtidas elevadas porcentagens de
sobrevivéncia para as espécies de Trichilia (60 a 90%), utilizando s6 um agente
desinfestante. No entanto, as pulverizagdes com fungicida Cercobin® e a
adicdo de 0,1% de PPM® no meio de cultura devem ter contribuido para reduzir
a porcentagem de contaminacdo microbiana. Esse procedimento de
pulverizacdes com Cercobin® e adicdo de PPM no meio MS, j& havia sido
recomendado para T. pallida na desinfestacdo de sementes. A diferenca
consistiu no periodo de exposi¢cado do HgClz que para as sementes ocorreu em
15 minutos (PRIM et al., 2020), com 34,67% de contaminagdo microbiana em
sementes utilizadas para germinacdo in vitro e 50,67% para as sementes
germinadas ex vitro (PRIM et al., 2020).

Neste estudo, devido a maior sensibilidade dos explantes caulinares,
quando comparados com a das sementes, o tempo de exposicao foi 10
minutos. Segundo Singh (2018), a desinfestagdo com solucdo de 0,1% de
HgClz durante dois minutos vem sendo eficiente para muitas espécies. Sendo
assim, constatou-se que a concentracdo e o tempo de exposicdo ao HgCl2
podem variar conforme o explante e a espécie utilizada ndo se mostrando
toxico de modo geral. Resultado semelhante foi obtido para o estabelecimento
de culturas assépticas e outras etapas do cultivo in vitro de Campomanesia
xanthocarpa (Myrtaceae), para a qual a adicdo de 0,1% de PPM inibiu a
contaminacgdo bacteriana endofitica (MACHADO et al., 2020).

Dos explantes testados, os foliares (segmentos do peciolo e do limbo)
nao foram eficientes, pois ocorreu necrose e nao regeneraram brotacdes, em

meios de cultura suplementados com BAP (1 a 8 pM). Bastos et al. (2005)
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também nao obtiveram nenhuma resposta organogenética nos cultivos in vitro
de folhas de C. montana. Isso pode ter ocorrido porque as folhas necessitam
passar por um processo de desdiferenciacdo celular para a formacdo de
brotos, pois ndo apresentam gemas pré-existentes. As concentracdes de BAP
testadas, no presente estudo, provavelmente ndo foram suficientes para
estimular a desdiferenciacéao celular e induzir brotagdes adventicias em folhas
e peciolos. Além disso, outras citocininas podem ser mais eficientes e devem
ser testadas em estudos posteriores, como o TDZ, que se mostrou eficaz para
a inducao de brotacdes em peciolos de T. ciliata (DAQUINTA et al., 2000).

Brotacdes apicais e segmentos caulinares foram explantes responsivos
para as trés espécies estudadas. Segundo Singh (2018), esses explantes sdo
recomendados para o estabelecimento in vitro e para estimular o crescimento e
isso também foi observado para C. fissilis (ARAGAO et al., 2016) e para a
micropropagacao de T. pallida (PRIM et al, 2020).

Além da sele¢do do explante apropriado, a determinacdo do meio de
cultura também ¢é um fator importante para qualquer técnica de
micropropagacao e nem sempre a mesma formulacdo de meio é recomendada
para todas as etapas in vitro. No estabelecimento in vitro até o primeiro
subcultivo, o meio MS favoreceu o desenvolvimento de brotos de T. elegans e
T. pallida. No entanto, para T. casaretti, outra formulacdo pode ser mais
apropriada, pois a partir do primeiro subcultivo foi aumentando a porcentagem
de necrose.

O meio MS vem sendo utilizado com sucesso para outras espécies de
Meliaceae, como: C. canjerana (ROCHA et al., 2007), C. fissilis (ARAGAO et
al., 2016) e T. pallida (PRIM et al.,, 2020). Este meio € o mais utilizado em
cultura de tecidos e caracteriza-se por apresentar altas concentracdes de
nitrogénio nas formas de amonio e nitrato (PHILLIPS e GARDA, 2019). Para
algumas espécies, ndo € recomendado por possuir altos niveis do ion amonio,
ocasionando toxidez e isso pode ter ocorrido para T. casaretti. Uma alternativa
para essa espécie seria testar o WPM, que é recomendado para plantas
lenhosas e tem menos nitrogénio total e aménio, quando comparado com o MS
(PHILLIPS e GARDA, 2019). Esse meio foi recomendado para Luehea
divaricata (FLORES et al., 2011).
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Outro fator importante na micropropagacao é a escolha do regulador
vegetal e da concentracdo Otima que varia conforme a etapa e a espécie. Para
regeneracao de brotagdes, as citocininas sdo mais utilizadas e BAP é uma das
mais eficientes. Isso foi constatado para a inducéo de brotos das trés espécies,
tanto para as brotacfes apicais, como segmentos caulinares.

No cultivo inicial, os segmentos caulinares de T. elegans e T. pallida
apresentaram resultados significativamente superiores para 0sS numeros
médios de brotos, quando comparados com os brotos apicais. A retirada da
gema apical ocasionou o desenvolvimento de brotos laterais, sendo esse efeito
promovido pela adicdo de BAP. O comprimento médio dos brotos apicais de T.
pallida foi superior ao dos segmentos nodais. A partir do segundo subcultivo, o
explante ndo interferiu nem na regeneracdo de brotacbes e nem no
comprimento médio de brotos.

Para a multiplicacdo de T. elegans e T. pallida, a adicdo de 2 uM BAP
ao meio MS aumentou o niumero de brotos, apds primeiro subcultivo (3,23 e
4,33, respectivamente), enquanto nao interferiu no comprimento médio da parte
aérea. Essa concentracdo de BAP ja havia sido recomendada para T. pallida
(PRIM et al, 2020). Aragdo et al. (2016) também constatou que a
suplementacdo de BAP é necessaria para aumentar o niumero de brotos por
explante de segmentos apicais e nodais de C. fissilis, recomendando 2,5 uM.

T. casaretti foi a Unica espécie desse estudo que foi estabelecida in
vitro em meio MS, com adicdo de BAP. Os explantes caulinares apresentaram
melhor resposta, quando estabelecidos in vitro em meio contendo 4 uM de BAP
e transferidos para meio com 1 uM de BAP no cultivo inicial (2,97). No entanto,
0s subcultivos sucessivos foram reduzindo o namero médio de brotos dos
explantes cultivados inicialmente em meio com 2 e 4 uM de BAP, exceto para
0s explantes nodais estabelecidos em meio com adicdo de 1 pM. As maiores
concentracbes de BAP podem ter inibido a formacdo de brotos, além de
ocasionar maiores porcentagens de necrose. Resultado semelhante foi obtido
com T. pallida, para a qual ocorreu inibicdo de formacgéao de brotos no terceiro
subcultivo, com adi¢cdo de concentracdo mais elevada de BAP (8 uM) (PRIM et
al, 2020). Com isso, constatou-se que a concentracdo Otima de BAP pode
variar conforme a espécie e também depende do estado fisiologico dos

explantes. Prim et al. (2020) podem ter obtidos melhores respostas de
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regeneracao de brotos de T. pallida porque utilizaram explantes de plantulas
recém germinadas, enquanto que no nosso estudo, a coleta foi realizada apos
seis meses de manutencao das plantas na casa de vegetacéo.

Apesar de ter ocorrido um aumento no numero de brotos no cultivo
inicial de T. casaretti, a adicdo de BAP no estabelecimento in vitro pode ter
ocasionado maiores porcentagens de necrose ja a partir do primeiro subcultivo.
A necrose obtida em explantes de T. casaretti, além de poder ter sido
ocasionada pelo meio MS e /ou pela adicdo de BAP em subcultivos sucessivos
pode ser devido ao acumulo de etileno no frasco, com as tampas vedadas com
plastico filme. Flores et al. (2012) diminuiu a senescéncia dos brotos de C.
odorata, ao usar tampas que permitiam maior ventilagdo, o que possivelmente
reduziu o acumulo de etileno, hormdnio gasoso que induz a senescéncia
vegetal, na atmosfera dos frascos. A adicdo de substancias absorventes ou
antioxidantes como: carvao ativado, acido citrico e acido ascorbico também
diminuiram a oxidagdo de explantes de Schizolobium amazonicum e Cordia
trichotoma (CORDEIRO et al., 2004; HERBELE, 2010).

No presente estudo, os brotos de T. casaretti iniciaram o processo de
senescéncia, perdendo as folhas e ficando amarelados, mesmo com a reducéo
da concentracdo de BAP ou a mudanca do meio MS para MS/2, meio com
concentragbes de nutrientes reduzida pela metade, os brotos n&o se
recuperararam. Cuidados na manipulacdo do explantes, reducdo da
intensidade luminosa e intervalos menores entre os subcultivos também s&o
praticas que podem reduzir a oxidacdo dos explantes (OLIVEIRA et al., 2013).
Sendo assim, sdo necessarios mais estudos para determinar a principal causa

da necrose em explantes de T. casaretti.
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7. CONCLUSOES

O estudo realizado trouxe algumas contribuicées para o entendimento
do comportamento de T. casaretti, T. elegans e T. pallida durante o
estabelecimento de culturas in vitro e inducéo e regeneracéo de brotos.

Foram estabelecidas culturas assépticas das trés espécies e o
tratamento de desinfestagdo mostrou-se eficiente no controle de
contaminacgdes fangicas e bacterianas, permitindo elevadas porcentagens de
sobrevivéncia.

Brotacbes apicais e segmentos nodais foram explantes responsivos
para a técnica de multiplicagdo de gemas axilares enquanto os explantes
foliares ndo apresentaram respostas.

A adicdo de BAP aumentou a inducdo de brotos e a melhor
concentracdo variou conforme a espécie. Para a multiplicacdo de T. elegans e
T. pallida é recomendada a adicdo de 2 uM de BAP ao meio MS, enquanto que
para T. casaretti, 4 UM de BAP no meio de estabelecimento in vitro, seguido de

1 uM de BAP, no cultivo inicial.



40

8. CONSIDERACOES FINAIS

Visando a otimizacdo da regeneracdo de brotos das espécies
investigadas constatou-se que sdo0 necessarios mais estudos sobre a
micropropagacao de T. casaretti, T. elegans e T. pallida, realizando mais
subcultivos com diferentes citocininas ou testando a combinacéo de citocininas
e auxinas. Também poderdo ser testadas outras formulacdes de meio de

cultura, com a adi¢do ou ndo de agentes antioxidantes.
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