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RESUMO — A Cabralea canjerana (Vell.) Mart. (Meliaceae) (canjarana) ¢ uma espécie arbérea nativa brasileira
importante para fornecimento de madeira de boa qualidade. As sementes desta espécie ndo podem ser armazenadas
por muito tempo e, por tanto, existe a necessidade do desenvolvimento de técnicas alternativas de propagacao
como a micropropagacao. Neste trabalho, foram realizados experimentos de multiplicacao utilizando segmentos
nodais, retirados de plantas germinadas in vitro. Os segmentos foram inoculados em meio de cultura MS ou
‘WPM, adicionado de 6-benzilaminopurina (BAP) e, ou, 2-isopenteniladenina (2-iP) nas concentragdes de 2,5
ou 5 uM. Microestacas de rebrotas foram colocadas em meio de cultura MS/2, com a metade da concentragao
dos sais do meio MS, adicionado de 4cido indol 3-butirico (AIB) (0, 2,5 e 5 uM). Apds sete dias, foram transferidas
para meio MS/2 sem auxina e na luz. Na fase de multiplicacdo, o meio de cultura MS foi mais adequado que
o meio WPM. O segmento nodal, em presenga de 2,5 uM de BAP, propiciou um dos melhores resultados,
com uma taxa de multiplicacao de 1,77 por més, em meio de cultura MS. O enraizamento das microestacas
oriundas de rebrotas foi de 87,5% em presenca de 5 uM de AIB durante sete dias. A aclimatizagio foi realizada
em casa de vegetagao e proporcionou 90% de sobrevivéncia das mudas apds 30 dias. A micropropagacao da
canjarana a partir de segmentos nodais de mudas cultivadas in vitro € viavel para a multiplicagdo dessa espécie.
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MICROPROPAGATION OF Cabralea canjerana

ABSTRACT - Cabralea canjerana (Vell.) Mart. (Meliaceae) (“canjarana’) is a native tree of economic importance
in Brazil. The storage of seeds is of short duration and it is therefore necessary to establish a protocol for
micropropagation of this species. In this work, multiplication experiments were carried out using nodal segments,
excised from in vitro germinated plants. The segments were inoculated in MS or WPM culture medium, supplemented
with 6-benzylaminopurine (BAP) and/or 2-isopentenyladenine (2-iP) at 2.5 or 5 uM. Micro-cuttings were
taken from new shoots developed from the seeds and used in a rooting experiment using a culture medium
with half-strength MS medium (MS/2) supplemented with indolbutyric acid (IBA) (0, 2.5 and 5 uM). After
7 days in this medium, they were transferred to MS/2 medium without auxin under light. During the multiplication
phase, the MS culture medium was more suitable for the multiplication of C. canjerana than WPM medium.
The nodal segments cultured in the presence of 2.5 uM BAP showed the best result, with a multiplication
rate of 1.77 per month on MS medium. The rooting of the microcuttings was 87.5% when they were kept
in the presence of 5 uM IBA for 7 days. An acclimatization rate of 90% was achieved after 30 days in the
greenhouse. In conclusion, the micropropagation of C. canjerana from nodal segments of plantlets is possible
for this species.
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1.INTRODUCAO

Cabralea canjerana é uma espécie arbdrea
pertencente a familia Meliaceae, conhecida popularmente
como canjarana (CARVALHO, 1994). Pode ser encontrada
na Costa Rica, Guiana, Pert, Bolivia, Argentina, Paraguai
(BACKES e IRGANG, 2002) e em varios estados do
Brasil (CARVALHO, 1994).

A madeira da canjarana € considerada uma das
mais valiosas do Sul do Brasil, devido a sua 6tima
qualidade e a resisténcia satisfatéria ao ataque de
organismos xil6fagos em condi¢des favoraveis a
decomposicdo (CARVALHO, 1994; BACKES e IRGANG
2002). Devido a essas caracteristicas, a madeira é
empregada em construcdes civis, dormentes, marcenaria,
confeccdo de caixas, embalagens, carpintaria e obras
de escultura (CARVALHO, 1994; LONGHI, 1995). Além
do uso da madeira, a espécie é de grande importancia
na composicao de reflorestamentos heterogéneos ou
restauragdo de areas de preservacdo permanente
(LORENZI, 1996).

A longevidade das sementes de canjarana
armazenadas € curta, devido a perda rapida da viabilidade
durante a secagem (LONGHI et al., 1984), surgindo
assim a necessidade de determinar técnicas alternativas
de propagacdo. A micropropagag¢do € uma técnica que
oferece varias vantagens, dentre elas a multiplicacdo
de clones, propagacido de transgénicos e de espécies
de interesse econdmico de maneira a preservar as florestas
naturais (NEHRA et al., 2005). Técnicas de
micropropagacao tém sido utilizadas para propagar
algumas espécies florestais nativas e para estabelecer
matrizes para producdo de sementes. Entretanto, houve
pouco éxito na propagagio in vitro de espécies lenhosas
tropicais, exceto no caso de Tectona grandis, Dalbergia
sp. e Swietenia macrophylla (MERKLE e NAIRN, 2005).
Portanto, sdo necesséarios estudos de micropropagagio
para essas espécies (CID et al., 1997), como € o caso
das espécies nativas brasileiras, que incluem a Cabralea
canjerana.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um protocolo de micropropagacgdo para
a canjarana.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condicdes de cultura

Foram coletados frutos de arvores adultas de
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canjarana localizadas no Municipio de Antonina, Estado
do Paran4, os quais foram obtidos de polinizagado aberta.
Os frutos sem fissuras sofreram deiscéncia no laboratdrio,
e suas sementes (sem o arilo) foram desinfetadas em
etanol 70% (v/v) por 30 seg, seguida de solugdo de
hipoclorito de sédio 2,5% (v/v), acrescido de Tween
20® (4% v/v) por 30 min. Posteriormente, as sementes
foram enxaguadas com dgua destilada esterilizada e
inoculadas em frascos (8,5 cm de altura e 6,5 cm de
diametro) contendo 20 ml de meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), com a metade da
concentracdo de sais minerais e vitaminas. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento numa temperatura
de 25 + 3 °C, sob 40 umol.m™2.s de densidade de fluxo
de fétons e fotoperiodo de 16 h.

2.2 Multiplicacao in vitro

A partir dos resultados dos ensaios preliminares
(dados ndo publicados), foi implantado um experimento
para a determinacgdo dos efeitos das citocininas BAP
e 2-iP na multiplicagdo in vitro. Foram utilizados os
seguintes tratamentos: meio de cultura MS suplementado
com 2,5 uM de BAP (tratamento BAP), 2,5 uM de 2-
iP (tratamento 2-iP) ou uma combinag¢ao das duas
citocininas na concentrag¢do de 2,5 uM (tratamento
BAP+2-iP). Os explantes foram segmentos nodais, pois
demonstraram, em experimentos preliminares, melhores
resultados quando comparados com os segmentos
apicais. Estes foram excisados de rebrotas de 70 dias
de idade (brotos originados do né cotiledonar apds
a poda da parte aérea da planta), com 1,4 cm de
comprimento e duas gemas axilares alternas. No
experimento com meio WPM (LLOYD e McCOWN, 1980),
foram utilizadas as concentracdes de BAP que forneceram
os melhores resultados em experimentos preliminares
(2,5 e 5,0 uM). Nos dois experimentos, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com oito
repeti¢cdes por tratamento, sendo a unidade experimental
composta por dois frascos com trés segmentos nodais
cada.

O experimento foi avaliado ao final do segundo
e do terceiro subcultivo, sendo considerados o nimero
inicial de gemas (N1) em cada tratamento e o nimero
de gemas ao final dos subcultivos (N,), incluindo as
gemas dos novos brotos formados. A taxa de
multiplicag@o foi calculada dividindo N, por N
Adicionalmente, foram calculados a porcentagem de
explantes com brotos, o nimero médio de brotos
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(comprimento > 0,5 cm) por explante (considerando-
se apenas o nimero de brotos novos produzidos em
cada subcultivo, dividido pelo nimero de segmentos
com brotos presentes em cada subcultivo) e a
porcentagem de explantes mortos. Para a porcentagem
de explantes mortos, porcentagem de explantes com
brotos e nimero médio de brotos novos por explante,
os dados foram transformados para log (x+1), sendo
o valor de “x” expresso na forma decimal. Os resultados
foram submetidos a andlise de varincia, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey.

2.3 Enraizamento

Micro-estacas de 2 cm foram obtidas a partir de
rebrotas de aproximadamente nove meses de idade.
Os explantes com duas folhas na porcao apical, e a
base cortada em bisel duplo foram inoculados em meio
de cultura MS/2 (meio MS com metade da concentragdo
de sais), contendo 0; 2,5; 5; e 10 uM de 4cido indol
3-butirico (AIB). As microestacas permaneceram sete
dias em meio de cultura na auséncia de luz. Posteriormente,
foram retiradas dos respectivos tratamentos e transferidas
para o meio de cultura MS/2 sem AIB e mantidas na
luz. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢cdes, contendo 10
microestacas por repeti¢do. A avaliagdo dos experimentos
foi realizada ap6s 60 dias apds a da instalagdo, e as
varidveis avaliadas observadas foram porcentagem
de microestacas enraizadas, namero médio de raizes
por microestaca e comprimento médio das raizes. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia
e as médias, comparadas pelo teste de Tukey.

2.4 Aclimatizacio

Apés o enraizamento in vitro, as microestacas
foram transferidas para o substrato Plantmax®, em casa
de vegetacdo com irrigacdo manual didria (duas vezes
por dia nos primeiros 15 dias e uma vez ao dia no restante
do periodo). Apds 30 dias, foi avaliada a porcentagem
de sobrevivéncia. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes,
contendo 10 microestacas com raizes por repeticao.
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia
e as médias, comparadas pelo teste de Tukey.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Multiplicacdo de brotos

Nos experimentos comparando os meios de cultura
MS e WPM, a maior taxa de multiplicac¢do (1,77 no 2°
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subcultivo) foi observada nos segmentos nodais, no
tratamento com 2,5 uM BAP em meio de cultura MS,
em comparagao com o meio WPM (1,12 no 2° subcultivo)
e aos segmentos apicais (dados ndo apresentados).
Esses resultados diferiram estatisticamente (CV 7,29%).
Nas culturas em meio WPM, as taxas de multiplicagdo
foram inferiores a 1,2 em todos os subcultivos e nas
duas concentracdes de BAP (2,5 uM e 5,0 uM) testadas.

O numero de brotos/explante foi inferior ao niimero
obtido no meio MS (dados nao apresentados). As folhas
apresentaram clorose, o que indica que a composi¢ao
mineral do meio WPM ndo é adequada para a
multiplicagc@o da canjarana. No entanto, o meio de cultura
WPM tem sido muito utilizado para a propagacio in
vitro de espécies lenhosas (VENGADESAN et al., 2002).
Esse meio de cultura adicionado de 0,88 uM de BAP
proporcionou bons resultados na multiplica¢do de
segmentos apicais de mogno, Swietenia macrophylla,
e de cedro, Cedrela odorata MARUYAMA et al., 1989a).
No caso do cedro, os autores obtiveram 3,5 brotos
por explante (MARUYAMA et al., 1989b). Esse resultado
foi similar ao obtido com os segmentos nodais de peroba-
rosa, Aspidosperma polyneuron: nesse mesmo meio
de cultura adicionado de BAP (4,4-8,8uM), foram obtidas
quatro a cinco brota¢des por explante (RIBAS et al.,
2005).

Jano caso de Acacia (VENGADESAN etal., 2002)
e Anacardium occidentale  MNENEY e MANTELL,
2002) o meio de cultura MS apresentou melhores
resultados que o WPM para inducgdo de brotos. Isso
pode estar relacionado com o fato de o meio WPM
possuir apenas 45% da forga i0nica total do meio MS
(NUNES et al., 2002) e concentracdes menores de nitrato
MS 40 uM; WPM 9,7 uM) e amodnio (MS 20 uM; WPM
4,9 uM). Em conseqiiéncia, o meio WPM possui uma
baixa concentracao de nitrogénio total (14,7 uM)
comparado ao MS (60,00 uM), que pode induzir a clorose
foliar, sintoma observado nos explantes de canjarana
cultivados em meio de cultura WPM e ndo em meio
de cultura MS. Assim, quando o meio de cultura WPM
¢ utilizado, a duragao de cada subcultura deve ser menor
do que trés semanas, para evitar ocorréncia de deficiéncia
de nitrogénio.

No presente trabalho, as citocininas BAP e 2-iP
foram testadas, assim como a combinag¢des delas. As
maiores taxas de multiplicacdo foram observadas no
segundo subcultivo, no tratamento com 2,5 uM de BAP
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(1,42) (Tabela 1 e Figura 1) ou com 2,5 uM de BAP
e 2-iP (1,66) (Tabela 1). No terceiro subcultivo, ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos.
As maiores porcentagens de explantes com brotos foram
observadas na presenca de BAP isolada (25 a27) ou
combinada com 2-iP (25 a 37) (Tabela 1). Quanto ao
nimero médio de brotos por explante, no geral o maior
valor (1,63) foi obtido quando as duas citocininas estavam
presentes (dados nao apresentados). No segundo e
terceiro subcultivos, a menor porcentagem de explantes
mortos foi observada no tratamento com BAP isolada
ou combinada com 2-iP (Tabela 1).

BAP é uma citocinina sintética, enquanto o 2-iP
é natural em plantas. No presente trabalho, a primeira
foi escolhida por ter maior capacidade de indugdo de
brotos quando comparada com outras (CERDAS et
al., 1998; IBANEZ et al., 2003) e ser a mais utilizada
na multiplicacao de espécies lenhosas (BENNET et
al., 1994). Samsudeen Varisai et al. (1999) indicaram
que BAP isolada ou em combinag¢@o com outras citocininas
induz a organogénese a partir de dpices caulinares
de Macrotyloma uniflorum. Segundo esses autores,
nimeros maiores de brotos multiplos foram desenvolvidos
a partir de nés cotiledonares em meio MS contendo
BAP combinada com cinetina ou 2-iP. Além disso, os
brotos miltiplos desenvolvidos com uma combinagao
de BAP (4,4 uM) e 2-iP (14,7 pM) cresceram mais rapido
que aqueles cultivados com BAP isolada (4,4 uM).

As taxas de multiplicacdo de brotos em canjarana
foram relativamente baixas (menor que 2,00) (Tabela
1), em comparagio com outras espécies. Em segmentos
nodais de mogno, Schottz (2003) obteve alta taxa de
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multiplicagdo (7,22 brotos por segmento) em meio de
cultura MS contendo 10 uM de BAP e 2,2 uM de 2-
iP. Entretanto, da mesma maneira que no presente trabalho,
a taxa de multiplicag¢do foi baixa (inferior a 1,00) no
meio adicionado de 2-iP isolado (2,2 uM). O efeito do
BAP em estimular a produgéo de brotos também foi
observado em Melia azedarach, em que essa citocinina,
na concentragdo de 17,75 uM, proporcionou uma média
de 23,75 brotos por explante (THAKUR et al., 1998).
Para Anacardium occidentale, também a melhor
proliferacao de brotos axilares foi obtida com BAP (com
aproximadamente 70% de brotos multiplicando), em
comparagdo com 2-iP e com outras citocininas como
cinetina e zeatina (MNENEY e MANTELL, 2002). Novos
experimentos serdo conduzidos com o uso da BAP
e de outras citocininas (tidiazuron ou zeatina), assim
como combinag¢des de BAP e 2-iP nao testadas neste
trabalho, a fim de melhorar a taxa de multiplicagdo para
a espécie.

3.2 Enraizamento de microestacas obtidas a partir de
rebrotas

Os resultados indicam um efeito significativo
da adicdo de AIB na inducgao de raizes e com respostas
acima de 80% de enraizamento apds 60 dias, ndo
havendo diferencas significativas entre as trés
concentragdes de AIB testadas (Tabela 2) (Figura
2). Entretanto, o comprimento médio foi
significativamente superior nos tratamentos com 2,5
mM de AIB quando comparados com as demais
concentracdes de auxinas testadas (Tabela 2). O nimero
médio de raizes por microestaca foi similar nas trés
concentracdes de AIB testadas (Tabela 2).

Tabela 1 — Taxas de multiplicagdo, porcentagem de explantes com brotos e porcentagem de explantes mortos durante a
micropropagacao de canjarana em meio de cultura MS, com 2-iP, BAP e BAP + 2-iP ao final do segundo e terceiro

subcultivos

Table 1 — Multiplication rates, percentage of explants with shoots and percentage of dead explants during canjarana micropropagation
in MS culture medium supplemented with 2-iP, BAP and BAP + 2-iP, at the end of the second and third subculture

Tratamento Taxa de multiplicacdo Explantes com broto (%) Explantes mortos (%)
2° 3° 2° 3° 2° 3°
subcultivo subcultivo subcultivo subcultivo subcultivo subcultivo
2-iP (2,5 uM) 1,05 ¢ 1,05 a 7,00 a 16,00 a 32,60 b 37,50 b
BAP (2,5 uM) 1,42 b 1,25 a 27,00 a 25,00 a 12,30 a 3,61 a
BAP + 2-iP (2,5 puM + 2,5 uM) 1,66 a 1,19 a 25,01 a 37,00 a 6,50 a 8,81 a
CV* (%) 6,01 8,20 9,77 8,95 8,29 9,84

Médias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
*CV = coeficiente de variacao.
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Figura 1 — Brotos de Cabralea canjerana em BAP (2,5 uM)
no 2° subcultivo. Barra: 1 cm.

Figure 1 — Shoots of Cabralea canjerana in BAP (2,5 uM)
in the 2° subculture. Bar: 1 cm.

As auxinas controlam uma grande variedade de
processos implicados no desenvolvimento das plantas,
entre eles a iniciacdo de novos meristemas de raizes.
Trabalhos realizados com estacas de Azukia indicaram
que a auxina teve efeito duplo sobre a formacao de
raizes adventicias. Durante a primeira fase, a auxina
acelerou a divisao celular e, durante a segunda, estimulou
0s processos que permitem o desenvolvimento do
primérdio radicial em raiz (KATO et al., 1978). Damesma
maneira, no caso de Pinus taeda foi mostrado que as
respostas a auxina durante a formacdo de raizes
adventicias incluem a indu¢do da reorganizacao celular
e adivisdo celular, seguida pela organiza¢io do meristema
radicial (GREENWOOD et al., 2001).

Resultados similares aos descritos neste trabalho
foram observados no enraizamento de microestacas
de Melia azedarach (83%) apds 21 dias na presencga
de 4,92 uM de AIB (THAKUR et al., 1998) e 100% apds
um tratamento de quatro dias com 12,26 uM de AIB,
seguido de 26 dias sem auxina (VILA et al., 2005). No
caso do urucum (Bixa orellana L.), a melhor taxa de
enraizamento (67 %) também foi observada no meio MS/
2 contendo 5 uM de AIB, mas nesse caso as microestacas
permaneceram no meio de cultura suplementado com

AIB e naluz (CARVALHO et al., 2005). O mimero médio
de raizes por microestaca foi similar nas trés
concentragcdes de AIB testadas (Tabela 2), e o
comprimento médio foi maior no meio de cultura sem
auxina ou com a concentracio de 2,5 uM.

Tabela 2 — Enraizamento de microestacas de canjarana obtidas
apartir de rebrotas, em meio de cultura MS/2 adicionado
de AIB ap6s 60 dias

Table 2 — Rooting of micro-cuttings of canjarana obtained

from new shoots, in MS/2 medium supplemented
with IBA after 60 days

Concentragdo Microestacas Ntumero médio Comprimento
de AIB enraizadas de raizes por médio das
(uM) (%) microestaca raizes (cm)
0 419 b 1,07 b 0,76 a
2,5 80,0 a 2,09 a 0,76 a
5 87,5 a 2,55 a 043 b
10 83,2 a 2,57 a 0,46 b
CV* (%) 14,38 11,65 22,84

Meédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *CV = coeficiente de
variagdo.

Figura 2 — Microestaca de Cabralea canjerana enraizada
em AIB (2,5 mM). Barra: 1 cm.
Figure 2 — Microcuttings of Cabralea canjerana rooted in
IBA (2.5 mM). Bar:1 cm.
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3.3 Aclimatizacao

As maiores porcentagens de sobrevivéncia (86,2
e 89,9%) foram observadas em microestacas enraizadas
no meio de cultura MS/2 contendo 5 e 10 uM de AIB,
respectivamente (Tabela 3), em que o comprimento médio
das raizes foi o menor (Tabela 2). Porém, ndo foi possivel
relacionar esse resultado com o nimero de raizes por
microestaca. No caso do caju (Anacardium occidentale),
foi obtida uma sobrevivéncia de 60 a 65% apds o
enraizamento com 0,5 uM de AIB (MNENEY e MANTELL,
2002). Em Azadirachta excelsa, a taxa foi de 80% apds
28 dias, para microestacas enraizadas na presencga de
2,7 uM de ANA e 4,9 mM de AIB (LIEW et al., 1999).

Tabela 3 — Porcentagem de sobrevivéncia das microestacas
(obtidas a partir de rebrotas) de canjarana enraizadas
em meio de cultura MS/2 adicionado de AIB (0;
2,5;5,0;e 10 uM) ap6s 30 dias
Table 3 — Percentage of acclimatization of micro-cuttings
(from new shoots) rooted in MS/2 culture medium
supplemented with IBA (0, 2.5, 5.0 and 10 uM) after
30 days

Sobrevivéncia das
micro-estacas enraizadas
ap6s 30 dias (%)

Concentracdes
de AIB (uM) na fase
de enraizamento

0 21,25 ¢
2,5 50,00 b
5 86,20 a
10 89,90 a
CV* (%) 9,94

Meédias seguidas pela mesma letra na vertical, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *CV = coeficiente de
variagao

4. CONCLUSOES

* Este trabalho permitiu a micropropagacio da
canjarana, porém a etapa da multiplicacéo precisa ser
otimizada.

* No meio MS adicionado de BAP, de 2-iP ou de
combinacao das duas citocininas, a taxa de multiplicagdo
permaneceu inferior a 2 durante trés subcultivos.

* Aadicao de AIB ao meio de cultura MS/2 resultou
em aumento significativo no enraizamento das
microestacas, em compara¢iao com o tratamento-controle
(sem AIB).

* A porcentagem de sobrevivéncia das micro-
estacas durante a etapa de aclimatiza¢do foi
significativamente superior apds tratamentos com 5
e 10 mM de AIB.
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