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Resumo
O cedro australiano ¢ uma espécie lenhosa com relevante interesse comercial e apresenta
limitagdes para propagagao via seminal devido as dificuldades na coleta e a curta viabilidade
de suas sementes. Esta pesquisa objetivou multiplicar brotacdes adventicias de cedro
australiano regeneradas via organogénese in vitro. As gemas provenientes da organogénese in
vitro foram multiplicadas in vitro e posteriormente pré-aclimatadas em vidros e tubetes
plésticos contendo substrato. A maior taxa de multiplicagdo dos brotos aéreos obtida aos 90
dias foi de 1,66 explantes regenerados em meio com 0,1 mg. L' de BAP. Aos 180 dias, houve
34,14% de enraizamento in vitro de brotagdes oriundas da concentragiio de 0,5 mg. L' de BAP.
Aos 240 dias houve maior desenvolvimento de brota¢des regeneradas na concentracdo 1,0 mg.
L' de BAP e observou-se maior formagio de raizes adventicias ex vitro (63,15%) em brotacdes
regeneradas em meio com 0,1 mg. L™ de BAP.

Termos para indexacldo: benzilaminopurina, enraizamento, micropropagacao,
proliferacdo de gemas axilares, cedro australiano.
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MULTIPLICATION AND BIOMETRY OF AERIAL SHOOTS OF TOONA
CILIATA VAR. AUSTRALIS REGENERATED VIA IN VITRO ORGANOGENESIS

Abstract

The Australian cedar is a woody species with relevant commercial interest and presents
limitations for propagation via seminal propagation due to the collection and short viability of
seeds. This research aimed to multiply sprouts of Australian cedar regenerated via in vitro
organogenesis. The buds from in vitro organogenesis of BAP concentrations were multiplied
in vitro and later pre-acclimated in glass and plastic tubes containing substrate. The
multiplication rate of aerial shoots obtained at 90 days was 1.66 in explants regenerated on
medium with 0.1 mg. L' of BAP. At 180 days, there was 34.14% of in vitro rooting of sprouts
from the concentration of 0.5 mg. L'! of BAP. At 240 days there was greater development of
regenerated sprouts in the concentration of 1.0 mg. L' of BAP and it was observed a higher
formation of adventitious roots ex vitro (63.15%) in sprouts regenerated with 0.1 mg. L' of
BAP.

Index terms: benzylaminopurine, rooting, micropropagation, axillary bud proliferation, cedro

australiano.

INTRODUCAO

O cedro australiano (Toona ciliata M.
Roem.), ¢ uma espécie endémica da Asia,
introduzida no Brasil em 1973 pela empresa
Aracruz Florestal: Aracruz Celulose (Kalil
Filho e Wendling, 2012). E uma espécie com
elevado valor comercial, devido ao rapido
crescimento ¢ madeira de Otima qualidade
(Zhan et al, 2019) além de apresentar
resisténcia ao frio e a Hypsypilla grandella
(Hilje,  2020), apresentando  também
constituintes organicos utilizados como
principio ativo de tratamentos de doengas
como cancer, diabetes, dentre outros (Zhang et
al., 2012; Rana et al., 2016; Leo et al., 2018;
Beseni et al., 2019).

A propagacdo da espécie ¢ via seminal,
no entanto a mesma apresenta dificuldade para
coleta de sementes, visto que as arvores podem
chegar a 30 metros de altura, além disso as
sementes apresentam baixa viabilidade (Kalil
Filho e Wendling, 2012). Por isso, alternativas
como a cultura de tecidos ou micropropaga¢ao
tem-se mostrado interessantes para essa
espécie, dada a uniformidade e a possibilidade
de multiplicagdo das plantas in vitro.

Alguns estudos sobre a
micropropagacdo em 7Toona ciliata foram
conduzidos pelos pesquisadores Mroginski et
al. (2003) que avaliaram a regeneragdo de
explantes cultivados em meio com
benzilaminopurina (BAP) e 4cido indol
butirico (AIB); Daquinta et al. (2003, 2005,
2007), estudaram a regeneracao de explantes
de T. ciliata cultivados em meio com
tidiazuron (TDZ); Liao et al. (2017) que
descrevem o efeito dos meios de cultivo para
essa espécie; Li et al.(2018) observaram a
regeneracdo de explantes de segmento de caule
de T. ciliata em meio contendo BAP, cinetina
e AIB, Song et al. (2020) estudaram a
organogénese e regeneragao de explantes de 7.
ciliata. Tal fato demonstra a importancia de
estudos que envolvam a micropropagagdo de
T. ciliata e sobre as etapas de multiplicacdo das
brotagdes aéreas e aclimatizacdo dessa espécie.

Desta forma, o presente trabalho teve
por objetivo avaliar o efeito do biorregulador
benzilaminopurina- BAP na multiplicacdo in
vitro de brotacdes aéreas de Toona ciliata M.
Roem. var. australis, obtidas via organogénese



in vitro e seu efeito na biometria e
enraizamento das plantas.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizados como explantes
brotacdes aéreas da espécie Toona ciliata M.
Roem. var. australis regeneradas via
organogénese direta, a partir de segmentos de
caule. As brotagdes foram obtidas a partir do
cultivo em meio basal MS (Murashige e
Skoog, 1962) com diferentes concentragdes de
BAP (0,1; 0,5 e 1,0 mg. L") e apresentavam

Fonte: O Autor (2021).

aproximadamente 1,5 cm de comprimento com
trés e quatro foliolos (Figura 1).

Figura 1. Brotos aéreos de Toona ciliata M. Roem. var. australis regenerados via
organogénese direta, cultivados em meio com diferentes concentragdes de BAP, em mg. L™ (0,1; 0,5

e 1,0). Barras horizontais representam 10 mm.

Multiplicaciao dos brotos aéreos

O meio de cultivo utilizado para a
multiplica¢do dos brotos aéreos nos diferentes
subcultivos, constituiu-se pelos sais de
Murashige e Skoog (1962) (MS), acrescido de
sacarose (30,0 g. L™!); mio inositol (100 mg. L-
1, 0,3 mg. L' BAP e 0,01 mg. L! 4cido a-
naftaleno acético (ANA) e agar (6 g. L™!). Apos
o preparo, o pH do meio foi ajustado para 5,7
+ 0,1, utilizando-se solug¢des de hidroxido de
sodio (NaOH) 1 mol. L e de 4cido cloridrico
(HCI) 1 mol. L%,

Apoés a inoculagdo dos explantes nos
meios de cultivo, as culturas foram mantidas
em sala de crescimento a 25 °C £1 °C e
fotoperiodo de 16 horas de luz e oito horas de

escuro e intensidade luminosa de 27 pmol. m’
2. 57!, obtida por lampadas brancas de led,
simulando a luz do dia.

Os subcultivos dos explantes no meio
de cultivo foram realizados em capela de fluxo
laminar, em que os brotos aéreos foram
subdivididos e individualizados, constituindo
os brotos repicados para novos tubos de ensaio
contendo meio de cultura fresco. Tomou-se o
cuidado de utilizar ~ brotos com
aproximadamente trés  centimetros  de
comprimento e com trés a quatro foliolos por
broto, os quais foram inoculados em novo
meio de cultivo.
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Os subcultivos em meio fresco foram
realizados aos 60 e 90 dias ap0s ter ocorrido a
regeneracdo, constituindo-se da retirada das
brotagdes do tubo de ensaio e excisao das

Pré-aclimatizacio das plantas

A transferéncia das plantas cultivadas
em meio de cultivo in vitro para frascos
contendo substrato ocorreu aos 180 dias apos a
inoculagdo in vitro, quando os brotos tinham
aproximadamente cinco centimetros de
comprimento. As brotacdes foram retiradas
dos tubos de ensaio, lavadas em agua corrente
para remoc¢ao de meio de cultivo, e em seguida
transplantadas para frascos de vidro (13,5 cm
de altura e 10,0 cm de largura), contendo cerca
de 250 g de substrato (autoclavado a 120 °C,
1.3 Kgf por 40 minutos) contendo vermiculita
expandida, calcario dolomitico, gesso agricola,
NPK e micronutrientes. Depois de

Delineamento experimental e analise de dados

Utilizou-se 0 delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC).
Avaliou-se o efeito residual do BAP na
multiplicagdo de brotacdes aéreas regeneradas
via organogénese direta em meio de cultivo
com diferentes concentracdes de BAP, em mg.
L' 0,1; 0,5; 1,0. Foram utilizadas quatro
repeticdes constituidas por quatro brotagdes
em cada tratamento com BAP, inoculando-se
um broto por tubo de ensaio (150 x 25 mm).

Avaliou-se a taxa de multiplicacdo aos
60 e 90 dias apds a regeneracao de brotagdes
nos explantes, obtida pela quantidade de
brotacdes formadas a partir de um tnico
propagulo ou broto aéreo, e nestes verificou-se
também a quantidade de foliolos formados.

raizes adventicias formadas em meio de
cultivo de multiplicagao e posterior inoculagao
de brotagdes em novo meio de cultivo, com
mesma concentragao.

transferidos, os frascos foram vedados com
dupla camada de filme plastico e mantidos em
sala de crescimento.

As plantas permaneceram nos frascos
de vidro por 60 dias, irrigadas a cada trés dias
com agua deionizada autoclavada. Apds esse
periodo, quando as plantas completaram 240
dias, as brotagdes com aproximadamente 10
cm de comprimento, foram transferidas para
tubetes de polipropileno com 115 cm?,
contendo  substrato  esterilizado, sendo
subsequentemente mantidas em casa de
vegetacao climatizada.

Aos 180 e aos 240 dias de cultivo
avaliou-se a biometria das plantas,
mensurando-se o comprimento total da parte
aérea e das raizes com o auxilio de um
paquimetro digital, e o percentual de
enraizamento in vitro € no substrato.

Os dados ndo atenderam aos
pressupostos de normalidade e homogeneidade
da ANOVA, utilizou-se nesse estudo o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
compara¢do de médias a 5% de probabilidade
de erro. Realizou-se a andlise de regressao e
ajuste dos pardmetros para os dados. As
analises estatisticas foram realizadas no
software Action (Equipe Estatcamp, 2014).
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Resultados E Discussao

A quantidade de brotagdes formadas
em explantes regenerados via organogénese
em meio MS contendo 0,5 mg. L™! de BAP aos
60 dias resultou em taxa de multiplicagdo de
1,63 brotos. Aos 90 dias observou-se maior
taxa de multiplicagdo (1,66) em explantes que
foram obtidos a partir da organogénese

induzida por meio de cultivo contendo 0,1 mg.
L' de BAP. Nesse estudo verificou-se menores
taxas de multiplicacao (1,24) em explantes
regenerados em meio com concentragdo 1,0
mg. L' de BAP, nos subcultivos avaliados aos
60 e 90 dias (Figura 2).
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Fonte: O Autor (2021).

® 90 dias de subcultivo

Figura 2. Taxa de multiplica¢@o de brotagdes aéreas de Toona ciliata M. Roem. var. australis
provenientes da organogénese in vitro induzida com diferentes concentragdes de BAP, em mg. L!
(0,1; 0,5 e 1,0). Teste de comparagdes multiplas de Kruskal-Wallis. Médias seguidas de mesma letra

nao diferem significativamente.

Em cada subcultivo avaliado as plantas
apresentaram melhor desenvolvimento em
meios com menores quantidades de BAP, tal
efeito pode ser explicado pela possivel toxidez
do biorregulador adicionado no meio de
cultivo. [Esse efeito de toxidez por
biorreguladores ja foram observados em outros
trabalhos com outras plantas, como por
exemplo, Vasconcelos et al. (2019)
observaram em Amburana cearensis A.C.
Smith (sin. Torresea cearensis Fr. All) menor
desenvolvimento de brotacdes conforme o

aumento da concentragdo do biorregulador em
meio de cultivo, Martins ef al. (2018) notaram
deficiéncias no fotossistema de Aechmea
blanchetiana (Baker) L.B.Sm. ap6s o cultivo
em meio com 2,25 mg.L"! de BAP e Oliveira
et al. (2019), verificaram em Hancornia
speciosa Gomes. desenvolvimento superior
quando cultivado em meio com auséncia de
BAP.

Sobre estudos semelhantes com a
mesma espécie, os valores de taxa de
multiplicagdo do presente estudo foram



6|Pagina
Artigos
ROMANIUK, M. S.. et al.

inferiores. Liao et al. (2017) obtiveram taxa de
multiplicagdo de 7. ciliata de 2,18 em meio
MS + 6-BA 0,5 mg. L'+ IBA 0,05 mg. L.
Em outras espécies lenhosas, a
aplicacdo de BAP ao meio de cultivo mostra-
se eficiente na fase de multiplicacdo como em
Swietenia macrophylla King. com 5,31 mg. L~
' BAP (Schottz et al., 2007), Khaya ivorensis
A. Chev. com 1,0 mg. L' BAP (Haliza et al.,
2014) e, Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
com 1,0 mg. L' BAP (Albino et al., 2019),
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Quanto a formagdo de foliolos em
explantes regenerada via organogénese,
observou-se, aos 90 dias que o efeito do meio
de cultivo contendo BAP, nao teve diferenca
significativa entre as diferentes concentragdes
empregadas, no entanto, aos 180 dias de
cultivo as concentracdes de 0,1 e 0,5 mg. L
de BAP, obtiveram maior destaque na inducao
na formagao de foliolos com 10,1 e 9,4 foliolos
formados (Figura 3).
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Fonte: O Autor (2021).

Figura 3. Numero de foliolos formados por broto aéreo de Toona ciliata M. Roem. var.
australis, provenientes da organogénese in vitro induzida com diferentes concentragdes de BAP, em
mg. L (0,1; 0,5 e 1,0). Teste de comparag¢des multiplas de Kruskal-Wallis (0=0,05). Médias seguidas

de mesma letra ndo diferem significativamente.

A avaliacdo biométrica das plantas
demonstra a evolugdo do crescimento em um
dado periodo. As brotagdes aéreas obtidas nos
meios com diferentes concentragdes de BAP
(Figura  4n3o  apresentaram  diferenca
significativa entre os tratamentos, tendo os
valores médios de comprimento total 55,3 mm,
da parte aérea 44,2 mm e de raiz 9,23 mm.

No presente trabalho observamos que
para T. ciliata a utilizagdo de biorregulador
implicou positivamente no crescimento das
plantas em substrato, sendo assim, para a
espécie em questdao pode-se recomendar o uso
de biorreguladores como BAP ¢ ANA para
acelerar o crescimento das plantas.
Corroborando os resultados obtidos no
presente estudo, Song et al. (2020) observaram

que plantas de T. ciliata cultivadas em 0,5 mg.
L' de BAP, 0,5 mg. L"! de cinetina e 0,05 mg.
L' de ANA obtiveram maior incremento em
altura com média de 34 mm por broto.

Em relagio ao percentual de
enraizamento das plantas in vitro (Figura 5),
aos 180 dias, o efeito residual da concentracao
de 0,5 mg. L' de BAP durante a organogénese,
mostrou maior influéncia na formacao
radicular em 34,14% das brotagdes. No
entanto, aos 240 dias houve diferenca
significativa entre o efeito residual de
concentragdes e o tratamento com 1,0 mg. L™!
de BAP apresentou maiores valores para as trés
variaveis mensuradas,142,0 mm para o
crescimento em altura total (Figura 4 A), 92,0
mm em parte aérea (Figura 4 B) e 50 mm em



raiz. Nesta avaliacdo, observou-se maior
formacdo de raizes adventicias (63,15%) em
brotagcdes oriundas da regeneracdo via
organogénese em meio com 0,1 mg. L' de
BAP.

Nesse sentido o enraizamento ex vitro
apresenta vantagens ao induzir a formacao de
raizes funcionais, com maior qualidade e maior
quantidade de raizes secundarias, além de
eliminar a fase operacional de enraizamento in
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Fonte: O Autor (2021).
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vitro diminuindo custos (Torres et al., 1998).
Isso pode explicar a diferenca entre o
percentual de enraizamento in vitro obtido
nesse estudo (34,14%) aos 180 dias, para as
plantas que haviam sido cultivadas em 0,5 mg.
L' de BAP enquanto aos 240 dias obteve-se
63,15% de enraizamento das plantas cultivadas
em 0,1 mg. L' de BAP apés a transferéncia
destas para substrato, em condigdes ex vitro.
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Figura 4. Biometria de plantas de Toona ciliata M. Roem. var. australis, provenientes da
organogénese in vitro induzida com diferentes concentra¢des de BAP, em mg. L' (0,1; 0,5 ¢ 1,0) aos
180 e 240 dias. (A) Comprimento total (mm); (B) Comprimento das brotacdes aéreas (mm). Teste
de comparacdes multiplas de Kruskal-Wallis (0=0,05). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente.
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Fonte: O Autor (2021).

Figura 5. Percentual de enraizamento das plantas de Toona ciliata M. Roem. var. australis
provenientes da organogénese in vitro induzida com diferentes concentragdes de BAP, em mg. L!
(0,1; 0,5 ¢ 1,0) avaliadas aos 180, em condigdes in vitro e aos 240 dias apés a transferéncia das plantas

para substrato, em condicdes ex vitro.
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O efeito do enraizamento no substrato
pode ser observado na Figura 6, em que nota-
se menor formacao de raizes secundarias nas
plantas em condi¢do in vitro aos 180 dias

(Figura 6 A, B, C) e maior desenvolvimento
radicular em condigdes ex vitro (Figura 6 D, E,
F).

Fonte: O Autor (2021).

Figura 6. Plantas de Toona ciliata M. Roem. var. australis provenientes da organogénese in
vitro induzida com diferentes concentragdes de BAP, em mg. L™ (0,1; 0,5 e 1,0). (A) Plantas com
180 dias regeneradas em meio com 0,1 mg. L' de BAP; (B) Plantas com 180 dias regeneradas em
meio com 0,5 mg. L'! de BAP; (C) Plantas com 180 dias regeneradas em meio com 1,0 mg. L' de
BAP; (D) Plantas com 240 dias regeneradas em meio com 0,1 mg. L'! de BAP; (E) Planta com 240
dias regeneradas em meio com 0,5 mg. L' de BAP; (F) Plantas com 240 dias regeneradas em meio
com 1,0 mg. L' de BAP. As barras horizontais representam 25 mm.

O percentual de enraizamento em
substrato obtido no presente estudo (63,15%) ¢
semelhante aos percentuais de enraizamento in
vitro descritos na literatura para a espécie
como no estudo conduzido por Mroginski et al.
(2003) em que os autores obtiveram 62,5% de
enraizamento em meio de cultivo ¥4 MS + 0,1
mg. L' AIB; Liao et al. (2017) obtiveram
100% de enraizamento em meio de cultivo /2
MS+ IBA 0,05 mg. L'+ NAA 0,5 mg. L'!; e
Li et al (2018) obtiveram melhor

enraizamento (93,33%) em meio 2 MS+ 0,1
mg. L' ANA, indicando que ha potencial de
proceder este estadio da micropropagacao para
T. ciliata ex vitro.

Com este trabalho conclui-se que taxa
de multiplicagdo dos brotos aéreos ¢ menor em
concentracdoes mais elevadas de BAP e, o
efeito residual de altas concentragdes do
biorregulador induz maior desenvolvimento de
brotagdes e formacgao de raizes ex vitro.
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