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RESUMO

Neste estudo concernente ao parica (Schizolobium amazonicum), objetivou-se avaliar a
interacdo entre diferentes fontes de explantes e a concentracdo de fitorreguladores sobre a
inducdo de calos, por meio da abordagem de modelos de regressédo linear generalizados. Os
explantes foram extraidos de plantulas germinadas in vitro. Foram utilizados os segmentos
apical, cotiledonar, nodal e de raiz para indugdo com 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) de 0,0 a
2,1 mg L™ e, foi ainda testado o segmento hipocotiledonar para a inducdo com a combinagéo
de 4cido indol-3-butirico (AIB) e 6-benzilaminopurina (BAP), ambos de 0,0 a 1,0 mg L™. Foi
utilizado o meio Woody Plant Medium (WPM) acrescido de 0,3% de sacarose, 0,1% de
polivinilpirrolidone (PVP) e 0,6% de &gar. Os pardmetros avaliados foram o percentual de
calos, o percentual de cobertura do explante por calos e a razdo da massa seca pela massa
fresca. Como resultados, obteve-se 100% de calogénese nos explantes em contato com as
menores concentracdes aplicadas, exceto os segmentos de raiz. Também se reporta que as
maiores chances de cobertura por calos foram observadas no explante nodal, tendo-se
utilizado 2,4-D, e no explante cotiledonar, ao se empregar a combinagdo de AIB com BAP.
Os modelos ajustados selecionados se mostraram uma boa alternativa de inferéncia por
permitirem a avaliacdo e estudo de variaveis independentes com distribuicdo diferente da

normal.

Palavras-chave: Schizolobium amazonicum, modelo logistico, razdo de chances, inducdo de

calos.



ABSTRACT

In this study concerning the parica (Schizolobium amazonicum), it was aimed to
evaluate the interaction among different explant sources and plant growth regulators
concentration on callus induction, through the approach of generalized linear models. The
explants were extracted from seedlings germinated in vitro. Apical, cotyledon, root and nodal
segments were used for induction with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) from 0,0 to 2,1
mg L™ and, was still tested hypocotyledonary segments for induction with indol-3-butyric
acid (IBA) and 6-benzylaminopurine (BAP) combined from 0,0 to 1,0 mg L™. It was used
Woody Plant Medium (WPM) supplemented with 0,3% sucrose, 0,1% polyvinylpyrrolidone
(PVP) and 0,6% agar. It was evaluated the callus percentage, the explant coverage percentage
by callus and the ratio of dry mass by fresh mass. As a result, it was obtained 100% callus
formation in that explants in contact with the lower concentrations applied, except for the root
segments. It also reports that the higher chances of callus coverage were observed at the nodal
explant, having been used 2,4-D, and the cotyledon explants, by using the IBA with BAP
combination. The adjusted models selected proved itself a good inference alternative for
allowing the evaluation and study of independent variables with distribution other than

normal.

Keywords: Schizolobium amazonicum, logistic model, odds ratio, callus induction.
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1 INTRODUCAO

A espécie Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke é endémica da Floresta
Amazonica, sendo conhecida com os nomes parica, faveira, faveira-branca, ficheiro, flexeiro,
parica-grande, pinho-cuiabano, pinhocuiabano-rosa, guapuruvu-da-amazonia e bandarra
(FILHO et al., 2007). Ela tem tido crescente interesse tanto pelo setor de pesquisa quanto
industrial (MARQUES et al., 2006). Ocorre naturalmente ao longo dos Estados brasileiros:
Mato Grosso; Rondonia; Acre; Amazonas; e Para (CARVALHO, 2007), e nos paises Peru,
Coldémbia, Venezuela e Bolivia (GONDIN et al., 2015).

Dentre outros, os principais motivos que exaltam a importancia dos estudos acerca
dessa arvore, pode-se citar: a demanda pela sua madeira (CARVALHO et al., 2013), o seu
rapido crescimento e a caréncia tecnoldgica sobre a sua cultura (ROSA, 2006). Nesse sentido,
a calogénese cumpre o papel de estabelecer uma fonte de material bioldgico asséptico para
varios estudos (CARTER; GUNAWARDENA, 2011) e a aplicacdo de tecnologias que
promovam o melhor desempenho das culturas em campo.

Diferentes fontes de explantes, bem como a interacdo entre estes e reguladores de
crescimentos utilizados em meios de cultura afetam a inducdo de calos e as rotas
organogeénicas em tecidos vegetais in vitro (LAVANYA et al., 2014). Duas classes principais
de fitorreguladores, as auxinas e as citocininas, estdo inter-relacionadas na formagéo e
manutencdo de calos (SMITH, 2013).

Na pratica da cultura de tecidos vegetais, € comum se estudar a relacdo entre
diferentes fatores de controle e as respostas de crescimento. Para muitas variaveis, a resposta
segue uma distribuicdo normal e pode ser adequadamente investigada por meio de analise de
variancia, seguida por teste de médias. Contudo, algumas ndo seguem tal premissa, devendo,
portanto, serem explicadas com base em outras analises.

O modelo de regressao linear generalizado (Generalized Linear Model - GLM) é uma
generalizacdo do modelo linear, que permite a uma variavel resposta com erros de
distribuicdo, modelos que ndo tenham uma distribuicdo normal (PAULA, 2010). Essa
generalizacdo é dada por uma funcdo de ligacdo que permite a transformacdo da variével
dependente, sendo mais usuais a logistica, a probito e a complemento log-log (MENDES et
al., 2004). A abordagem de GLMs é facilitada através da inferéncia sobre a razdo de chances,

a qual permite a comparagao entre dois grupos de tratamentos.
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Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi estabelecer uma melhor correlagédo da
interacdo entre diversas fontes de explante e a concentracdo dos fitorreguladores &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) somente e, acido indol-3-butirico (AIB) com 6-
benzilaminopurina (BAP), no desenvolvimento da calogénese de S. amazonicum, por meio da

analise de GLMs.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricéo do paricé

Segundo o Sistema de Classificacdo de Cronquist, a posicdo taxondmica de S.
amazonicum obedece a seguinte hierarquia: divisdo Magnoliophyta (Angiospermae); classe
Magnoliopsida (Dicotyledonae); ordem Fabales; familia Fabaceae (Leguminosae); género
Schizolobium; espécie Schizolobium amazonicum; sinonimia botanica Schizolobium excelsum
Vogel var. amazonicum Ducke ex Williams (AMATA, 2009).

O paricé é considerado espécie pioneira, ocorrendo naturalmente na Amazoénia, em
floresta priméria e principalmente nas florestas secundérias de terra firme e varzea alta (LIMA
et al., 2003). E uma espécie mondica, os frutos ocorrem apds 18 a 20 anos e maduram de
agosto a setembro, em Ronddnia, e de agosto a outubro, no Pard (ROSA, 2006).

Sendo essencialmente heliofila, ndo tolera baixas temperaturas (AMATA, 2009).
Caracteriza-se como uma arvore decidua. As maiores atingem alturas proximas de 40 m e 100
cm de diametro a altura do peito (DAP), medido a 1,30 m do solo (AMATA, 2009).

Essa espécie é bastante utilizada na producdo de laminas médias ou miolo de
compensados, brinquedos, caixotaria leve, saltos de cal¢ados, formas de concreto, construgédo
de canoas, forros. Possui qualidade razodvel para biomassa, promissora para a producdo de
pasta para celulose, destacando-se seu féacil branqueamento e as excelentes resisténcias
obtidas com o papel branqueado e alto teor de lignina (34,70%). E indicada para plantios
comerciais, sistemas agroflorestais e reflorestamento de areas degradadas (AMATA, 2009).

Durante estudo sobre o efeito da composicdo de laminas de parica e eucalipto em
compensados, registrou-seque 0 aumento na porcentagem de parica elevou a resisténcia a
flexdo, ao arrancamento de parafuso e a tracao perpendicular (NAUMANN et al., 2008).

De modo geral, a produtividade do Parica tem alcancado de 25 a 30 m? ha™ano™ e
pode ser aumentada com o processo de melhoramento genético aliada a outras praticas
silviculturais (MARQUES et al., 2006). Porém, nos plantios comerciais os resultados obtidos
ndo sdo satisfatorios e tém muito a serem melhorados (AMATA, 2009). Nesse sentido, 0s
espacamentos 4x3 m e 4x4 m proporcionaram maiores crescimentos em média com,
respectivamente, 21,5 m e 20,0 m aos 60 meses de idade (RONDON, 2002).

A semente do paricd apresentou crescente comercializacdo nestes Gltimos anos. Em

decorréncia da ampliagdo das areas de reflorestamento, vinha sendo comercializada,
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inicialmente, a até R$ 7,50 por quilograma em Rond6nia. Em 1998, a mesma massa
beneficiada foi negociada por R$ 13,00 em Belém, alcangando os R$ 25,00 em 2003 (ROSA,
2006). O seu valor atual chega a exceder os R$ 120,00 por Kg. A magnificagédo no prego por
quilograma da semente de parica nestas Ultimas décadas reflete o interesse dos produtores por
esta espécie e, consequentemente, 0 aumento das areas reflorestadas (ROSA, 2006). Pouco se
encontra sobre a sua producdo clonal de mudas ou aplicacdes fora do setor florestal.

2.2 Cultura de tecidos de plantas

A cultura de tecidos vegetais teve suas primeiras menc¢des em 1902 quando Gottlieb
Haberlandt abordou a totipoténcia e a morfogénese em plantas (READ; PREECE, 2014).
Hoje, ela é compreendida como o conjunto de técnicas em que sao utilizados segmentos vivos
(explantes) de uma planta e que, por meio de tratamentos indutivos especificos, é possivel
fazer uma célula totipotente e competente expressar potencias morfogenéticos
(TERMIGNONI, 2005) em condicBGes assepticas com meio nutritivo artificial (TORRES;
CALDAS; BUSO, 1998).

O cultivo in vitro de plantas é baseado na totipotencialidade das células vegetais
(VOGEL, 2005), o que permite que a célula sofra desdiferenciacdo quando colocada em meio
de cultura contendo fitorreguladores especificos. Em tese, qualquer célula vegetal é capaz de
originar um novo individuo, porém o meristema costuma apresentar melhores resultados
(VERDEIL et al., 2007).

O meio de cultura pode ter diversas composicGes, dependendo do proposito final do
experimento. De maneira geral, ele € composto de macro e micronutrientes, carboidratos,
horménios e vitaminas, e a variacdo destes componentes pode controlar o padrdao de
desenvolvimento do vegetal in vitro (QUISEN; ANGELO, 2008; TORRES et al., 1998). Na
literatura € possivel encontrar diversas formulagfes para meios de cultura, onde cada uma é
mais indicada para cultivar um determinado grupo de espécies com caracteristicas
semelhantes ou para se utilizar técnicas da cultura de tecidos.

O meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) é amplamente usado por propiciar rapido
crescimento de culturas de uma gama de espécies herbaceas, sendo reconhecido por sua
elevada concentragdo de sais minerais (QUISEN; ANGELO, 2008). Visando otimizar o

crescimento de espécies lenhosas, como arbustos e arvores, a alternativa é o meio WPM
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(Woody Plant Medium) proposto por Lloyd e McCown (1980), o qual apresenta um quarto da
concentracdo dos ions amonia e nitrato do meio MS (QUISEN; ANGELO, 2008).

Outras formulacdes derivam da mistura sistematica dos componentes de dois ou mais
meios de cultura. Por exemplo, ha o relato de que a juncdo dos sais minerais do meio MS com
as vitaminas do meio B5 (GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968) aperfeicoa a embriogénese
somatica (JU et al., 2014), e tendo maltose em vez de sacarose como fonte de carbono,
controla a secre¢do excessiva de compostos fendlicos e aumenta a frequéncia de formacéo de
calos (KUMAR et al., 2015).

Como comentado, os meios de cultura dao suporte as técnicas de cultivo in vitro. A
micropropagacdo, uma das técnicas no dominio da cultura de tecidos é vantajosa quando
aplicada em variedades que necessitam ser propagadas em curto espaco de tempo e em larga
escala com reducdo de custos (XUE; KALININA; LEWANDOWSKI, 2015). A associacdo de
outras praticas intrinsecas a micropropagacao é necessaria ao seu desenvolvimento, como a
organogénese. Tipicamente, distinguem-se trés vias organogénicas pelas quais pode se
proceder a micropropagacao: a direta; a indireta; e a embriogénese somatica.

A organogénese é definida como a indugdo da formacdo de estruturas a partir de
tecidos e células (PERIANEZ-RODRIGUEZ; MANZANO; MORENO-RISUENO, 2014),
podendo ocorrer por via direta por meio da regeneracdo de plantas provenientes de tecidos
ndo meristematicos, sem passar pela fase de calo e, por via indireta, quando o processo de
regeneracdo é precedido pela formacéo de calo (QUISEN; ANGELO, 2008).

A propagacdo vegetativa in vitro pode ser estabelecida a partir de explantes de
diversos fragmentos vegetais, e a escolha deles define como a propagacdo sera conduzida
(READ; PREECE, 2014). Para estes mesmos autores, as condigdes ambientais onde s&o
crescidas as plantas matrizes também sdo fatores que afetam o sucesso da micropropagacao,
fazendo com que o conhecimento prévio sobre o estado fisioldgico da planta, e em especial do
tecido alvo, ndo seja subestimado.

Em varios tecidos cultivados in vitro, a utilizacdo de substancias reguladoras de
crescimento apresenta importancia fundamental para o estabelecimento da competéncia e
determinacdo, imprescindiveis para a formagdo de meristemas caulinares e/ou radiculares
(KOTHARI et al., 2010). Os reguladores de crescimento exercem sua acgdo por
reconhecimento de receptores especificos, presentes em células responsivas, traduzindo sinais

hormonais em eventos biogquimicos e fisiologicos (SU; LIU; ZHANG, 2011).
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O processo de formacdo de calo, também conhecido como calogénese, € uma etapa
basica para o desenvolvimento de sistemas de propagacdo vegetativa em massa. As células
dos calos também podem ser Uteis quando se deseja realizar manipulacbes genéticas, como
poliploidizacGes, transformacdes ou hibridizacdes, bem como obtencdo de metabdlitos
secundarios (VENTURIERI; VENTURIERI, 2004).

Quando o explante é cortado e colocado sob condigdes apropriadas para seu
crescimento, € iniciada a formacdo de um tecido de cicatrizacdo, em que as células da
superficie do corte comecam um processo de divisdo e, entdo, o calo é formado. Nesta
situacdo, o calo comecard a crescer sem uma diferenciacdo nem organizacdo definida, porém,
quando transferido para um meio nutritivo sob condi¢bes hormonais adequadas, pode
comecar uma diferenciacdo dessa massa celular em raizes adventicias, partes aéreas ou
mesmo embrides (NEUMANN; KUMAR; IMANI, 2009).

Outro aspecto relevante da cultura de calos é seu potencial uso para a obtencdo de
metabdlitos secundarios bioativos, em alternativa ao extrativismo de plantas com proprieda-
des medicinais (KARUPPUSAMY, 2009). Além disso, extratos de massas calogénicas tém
sido avaliados em diferentes sistemas biologicos a fim de se conhecer sua atividade e potenci-
al aplicacido (SOKMEN et al., 2004). Portanto, € importante avaliar as mudangas bioquimicas
e fisiologicas que ocorrem durante o crescimento in vitro de tecidos vegetais, pois isso pode
fornecer importantes informacgdes relacionadas ao processo de estabelecimento e,
consequentemente, propiciar o aperfeicoamento das condi¢bes para seu cultivo in vitro,
conforme salienta Santos et al., (2010).

Os calos podem apresentar composicdo biogquimica e exigéncias nutricionais
especificas. Nesse sentido, o conhecimento dos niveis de carboidratos, proteinas e
aminoacidos, denominados metabdlitos primarios, contribui potencialmente para o
conhecimento dos aspectos bioquimicos (SINGH, 2011) e das exigéncias nutricionais dos
calos, bem como para a manipulacdo da cultura, no sentido da obtencdo de células mais
viaveis e/ou com maior potencial biotecnoldgico (PEREZ-JIMENEZ et al., 2014).

2.3 Modelos de regressao linear generalizados

A adequacdo do modelo probabilistico ao conjunto de dados que se obtém na pesquisa
€ uma exigéncia para que se possam abordar com seguranca os resultados computados. Nesse
sentido, adequa-se quando as pressuposicdes do teste estatistico sdo obedecidas pela

distribuicdo dos dados — sob influéncia de uma ou mais covaridveis — ao longo do
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experimento. Sendo assim, conhecer a natureza da varidvel resposta (variavel dependente),
bem como o seu comportamento ulterior, pode direcionar ao teste mais adequado.

O Modelo Linear Generalizado (Generalized Linear Model - GLM), também
conhecido como modelo logistico, pressupde uma variavel com média i, onde 0 < <1, ou
seja, uma probabilidade de sucesso (PAULA, 2010). Uma das resolugdes propostas pelo
modelo linear ¢ a possibilidade de assumir uma distribuicdo aproximadamente normal. Assim,
0 modelo logistico suplanta uma premissa restritiva a analise estatistica, e pode ser utilizado
para descrever a probabilidade de um evento estudado acontecer (MONTI, 2011).

O mecanismo empregado para que se possa assumir a normalidade da distribuicdo é a
transformacdo da variavel resposta, a fim de estabelecer uma relacdo linear entre esta e as
variaveis independentes (MENDES et al., 2004). As transformacdes podem ser feitas por uma
dentre as varias funcdes de ligacdo conhecidas: probito; log-log; Box-Cox; Aranda-Ordaz;
ligagdes candnicas (normal, binomial, Poison, Gama, Normal Inversa) (PAULA, 2010).

O logaritmo da chance de sucesso (p;) é definido como
_ exp(Bo + Brxy; + Paxzit+ ... +PxXpi)

1+ exp(Bo + Brx1; + BaXpit ... +BrXk)
onde p; é a probabilidade de acontecer 0 evento da i-ésima observagdo; Xi = (X1i, X2iy---, Xki)

ey

i

indica o vetor k dimensional de variaveis relativas a i-ésima observacio; B = (B, fa....5)
refere-se ao vetor de pardmetros a serem estimados; e Bo € 0 intercepto do modelo. Feitas as
consideracOes, a probabilidade de chance p; pode ser expressa pela equagéo:
D = exp(Bo + Xx;B) '
1+ exp(Bo +x;B')
O célculo das chances é dado pela funcdo g(X) = Bo + PiX, enquanto a razdo de

(2)

chances y é dada pelo quociente entre as chances de os eventos almejados acontecerem. Uma

consequéncia de y ¢ que seu valor esta associado ao valor do pardmetro estimado B1, portanto
a razio de chances calcula-se fazendo eP1. Outra possibilidade para avaliar B; é dada pela

construcdo de um intervalo de confianca, levando-se em conta a variancia amostral.
3 MATERIAIS E METODOS

Para a germinagdo, antes de seguirem para a inoculacdo, as sementes foram
escarificadas com 1,5 mL de acido sulfurico P.A. (98%) por semente durante 90 minutos na
capela de exaustdo. Na bancada da capela elas foram submetidas por sucessivas lavagens com

500 mL de &gua destilada autoclavada. Na camara de fluxo laminar, previamente desinfestada
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com &lcool a 70% e 15 minutos de luz ultravioleta, as sementes foram inoculadas em frascos
de vidro 500 mL contendo 50 mL do meio WPM e mantidas por 21 dias em sala de
crescimento com temperatura de 25 £ 1 °C, fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de 36 umol
m?2s™,

As plantulas germinadas serviram de fonte de explante para dois experimentos de
calogénese plotados em esquema fatorial entre tipo de explante e concentracdo de
fitorregulador. No primeiro, segmentos apicais, nodais, cotiledonares e das raizes foram
utilizados como explantes em diferentes concentracdes de 2,4-D (0,0; 0,7; 1,4; 2,1 mg L™).
No segundo, segmentos apicais, nodais, cotiledonares, hipocotiledonares e das raizes foram
utilizados como explantes em diferentes concentragdes de AIB e BAP na proporgéo de 1:1
(0,0-1,0mg L™).

Os meios foram distribuidos em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio WPM
suplementado com 30 g L™ de sacarose, 0,1% de polivinilpirrolidone (PVP) e 6 g L™ de 4gar.
Apos a inoculacdo os tubos foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25 +
1 °C, fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de 36 pmol m?s?

A avaliacdo foi feita ap6s 28 dias e as variaveis analisadas foram: percentual de
explantes com calos, percentual de cobertura do explante com calos e massa relativa [(massa
seca) (massa fresca)™] do calo. O experimento foi plotado em delineamento inteiramente
casualizado, composto de 10 repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por
um tubo de ensaio, totalizando 10 explantes por tratamento.

Os dados de cobertura do explante com calos foram obtidos com auxilio do software
de dominio livre Image]® (SCHNEIDER et al., 2012), e podiam variar de zero a 100% do
explante. O percentual de cobertura foi calculado pela razdo das areas. A massa seca foi
obtida ap6s a secagem do material em estufa de ar circulante (Nova Etica® modelo 400/1ND)
a 45 * 2 °C por 3 dias, quando foi constatado peso constante (BRASIL, 2010).

Para analisar os dados, utilizou-se o recurso de ajuste de modelos lineares
generalizados do pacote R Commander (Rcmdr), software R. Foram ajustados varios
modelos, sendo quatro deles validados e com aplicabilidade para as variaveis respostas, dois
para cada experimento, contendo cada um deles o ajuste de uma das respostas com base na
interacdo entre os tipos de explantes e as concentracfes de fitorreguladores. Os parametros
usados para explicar os resultados foram: estimativa do parametro, erro-padréo, razdo de

chances (RC), p-valor, e intervalo de confiancga da RC.
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4 RESULTADOS

Houve calogénese em todas as repeticbes da maioria dos tratamentos nos dois
experimentos. As exce¢des foram os tratamentos sem adicdo de reguladores de crescimento
dos explantes provenientes de raiz, cotilédone, &pice e hipocoétilo. Os segmentos nodais
produziram calos em todas as repeticdes mesmo nos controles, e 0s segmentos de raiz ndo
produziram em nenhuma concentracao de 2,4-D.

O desdobramento da interacdo entre explante e concentracdo de 2,4-D sobre o
percentual de cobertura por calos € mostrado na Tabela 1. Uma vez que os explantes de raiz
ndo produziram calos quando influenciados por esse fitorregulador, os dados ndo foram
estudados nos modelos. Observa-se que o explante apical possui 4,56 (2,407/0,528) vezes
mais chance de cobertura quando a concentracdo de 2,4-D passa de zero para 1,4 mg L™
Entre as maiores razfes de chances de cobertura, a propor¢do para apical, nodal e cotiledonar
seria 2,26, 4,14 e 1,00, respectivamente, onde a maior ocorreria em explante nodal com 2,1
mg L™
Tabela 1. Estimativa dos parametros, erros-padrdo das estimativas, significancia, razdo de
chances e intervalo de confianca da razdo de chances, de acordo com o nivel fixado da

varidvel controle sobre a cobertura relativa por calos dos explantes nas respectivas
concentracgdes de 2,4-D.

Estimativa Razdo de Intervalo de
Modelo 24D Ados pigr%l_o Pr (>|z|) Chances confiangg daRC

Explante (mg L) pardmetros (RC) (95%)

0,0 -0,6392 0,1812 0,0007 0,528 [0,367; 0,748]

Apical 0,7 -0,3295 0,4349 0,4509 0,719 [0,297; 1,651]

14 0,8783 0,5534 0,1162 2,407 [0,811; 7,300]

2,1 0,5221 0,5081 0,3072 1,686 [0,610; 4,569]

0,0 0,2484 0,1700 0,1476 1,282 [0,920; 1,793]

Nodal 0,7 1,4697 0,3430 <0,0001 4,348 [2,307; 9,012]

14 1,2549 0,3751 0,0012 3,507 [1,754; 7,784]

2,1 1,4847 0,3600 < 0,0001 4,414 [2,280; 9,567]

0,0 -1,1464 0,2267 < 0,0001 0,318 [0,199; 0,486]

] 0,7 -0,3809 0,4413 0,3905 0,683 [0,279; 1,595]

Cotiledonar 1.4 0,0638 0,4992 0,8987 1,066 [0,388; 2,784]

2,1 -0,4612 0,4707 0,3300 0,630 [0,242; 1,553]

Fonte: Do autor.
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O resultado do desdobramento da interagéo explante x concentracdo de 2,4-D sobre a
massa relativa [(massa seca)(massa fresca)™] é mostrado na Tabela 2. Conforme abordado
anteriormente, os dados do segmento de raiz ndo foram considerados para os modelos.
Observa-se que sem a adicdo de 2,4-D a massa relativa entre os explantes apical, nodal e
cotiledonar teve propor¢do semelhante, da ordem de 1,056, 1,000 e 1,008, respectivamente,
em relagdo a razdo de chances da acumulacdo de biomassa. Percebe-se que hd uma maior
chance de se conseguir a massa relativa mais elevada com a presenca do fitorregulador, da
ordem de 3,28 (1,230/0,375) vezes no explante apical, de 2,37 (0,840/0,355) vezes no nodal, e
de 3,04 (1,090/0,358) vezes no cotiledonar.

Tabela 2. Estimativa dos parametros, erros-padrdo das estimativas, significancia, razdo de
chances e intervalo de confianca da razdo de chances, de acordo com o nivel fixado da
variavel controle sobre a massa relativa [(massa seca)(massa fresca)’] dos calos nas
respectivas concentracdes de 2,4-D.

Estimativa Razéo de Intervalo de
Modelo 24D Ados pig%}) Pr (>|z|) Chances | confianca da RC

Explante (mg L) pardmetros (RC) (95%)

0,0 -0,9807 0,0409 <0,0001 0,375 [0,346; 0,406]

Apical 0,7 0,2073 0,0872 0,0197 1,230 [1,037; 1,460]

1,4 -0,0185 0,1037 0,8587 0,982 [0,801; 1,203]

2,1 -0,0126 0,0967 0,8967 0,987 [0,817; 1,193]

0,0 -1,0365 0,0418 <0,0001 0,355 [0,327; 0,385]

Nodal 0,7 -0,2015 0,0619 0,0016 0,817 [0,724; 0,923]

1,4 -0,1748 0,0717 0,01689 0,840 [0,729; 0,966]

2,1 -0,2499 0,0647 0,0002 0,779 [0,686; 0,884]

0,0 -1,0284 0,0439 < 0,0001 0,358 [0,328; 0,389]

) 0,7 0,0796 0,0867 0,3613 1,083 [0,914; 1,284]

Cotiledonar 1,4 0,1134 0,1076  0,2950 0,893 [0,723: 1,102]

2,1 0,0865 0,0947 0,3638 1,090 [0,906; 1,313]

Fonte: Do autor.
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O resultado do desdobramento da interagdo entre o tipo de explante e a concentracéo
de AIB e BAP na cobertura por calos € mostrado na Tabela 3. Observa-se que o explante
cotiledonar possui 119,66 (10,769/0,090) vezes mais chance de cobertura na concentracdo 0,5
mg L? dos fitorreguladores do que em sua auséncia. Por outro lado, nota-se que para o
explante apical teve a chance de cobertura reduzida em até 3,65 (1,182/0,324) vezes com a
adicdo dos fitorreguladores. O segmento de raiz formou calos na presenca de AIB e BAP,
contudo, a sua chance de cobertura foi 5,99 (3,674/0,613) vezes menor de que a do explante

hipocotiledonar na concentragdo de 0,5 mg L™ dos mesmos.

Tabela 3. Estimativa dos parametros, erros-padrdo das estimativas, significancia, razdo de
chances e intervalo de confianca da razdo de chances, de acordo com o nivel fixado da
variavel controle sobre a cobertura relativa por calos dos explantes nas respectivas
concentracdes de AIB+BAP.

Modelo Estimativa Erro- Razéo de In'gervalo de
AIB+BAP Ados padrio Pr (>)z]) Chances | confianca da RC
Explante 1 parametros (RC) (95%)
(mgL™)

0,0 0,1674 0,2428 0,4916 1,182 [0,736; 1,910]

Apical 0,5 -1,1277 0,4989 0,0253 0,324 [0,116; 0,835]
1,0 -1,0865 0,6726 0,1084 0,337 [0,063; 1,085]

0,0 -2,4085 0,6066 0,0001 0,090 [0,015; 0,222]

Cotiledonar 0,5 2,3767 0,7621 0,0022 10,769 [2,790; 74,948]
1,0 1,6146 0,8749 0,0671 5,026 [0,771; 38,677]

0,0 0,5441 0,1976 0,0067 1,723 [1,177; 2,556]

Nodal 0,5 1,2055 0,3926 0,0026 3,338 [1,623; 7,778]
1,0 1,7784 0,5894 0,0030 5,920 [2,284; 28,870]

0,0 -0,5562 0,1674 0,0011 0,573 [0,411; 0,793]

Hipocétilo 0,5 1,3014 0,5423 0,0177 3,674 [1,250; 10,914]
1,0 0,7396 0,6995 0,2922 2,095 [0,381; 7,486]

0,0 -1,5880 0,3040 < 0,0001 0,204 [0,105; 0,353]

Raiz 0,5 -0,5338 0,5426 0,3268 0,586 [0,197; 1,691]
1,0 -0,4890 0,6899 0,4796 0,613 [0,112; 2,093]

Fonte: Do autor.
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O desdobramento da interagdo entre explante e a concentracdo combinada de AIB e
BAP sobre a massa relativa € mostrado na Tabela 4. Observa-se que a razdo de chances para a
massa relativa ndo chegou a 1,0 + 0,2 vezes entre as concentracdes de 0,5 e 1,0 mg L™ dentre
todos os explantes, sendo da ordem de 1,185 no apical, 1,002 no cotiledonar, 1,091 no nodal,
1,048 no hipocdétilo e 0,883 na raiz, ou seja, as chances da massa seca ser maior pelo efeito da
concentragéo, entre esses dois valores, ndo aumentam mais de que 18,5%. Ressalva-se que a
chance da massa relativa ser maior se encontra no explante da raiz, sendo até 1,39
(1,767/1,268) vezes de a apresentada pelo explante cotiledonar na concentragdo de 1,0 mg L™

de dos fitorreguladores, o qual apresentou a maior chance de cobertura.

Tabela 4. Estimativa dos parametros, erros-padrdo das estimativas, significancia, razdo de
chances e intervalo de confianca da razdo de chances, de acordo com o nivel fixado da
variavel controle sobre a massa relativa [(massa seca)(massa fresca)’] dos calos nas
respectivas concentracdes de AIB+BAP.

Modelo Estimativa Erro- Razdo de In'gervalo de
AIB+BAP Ados padrio Pr (>)z]) Chances | confianca da RC
Explante 1 parametros (RC) (95%)
(mgL™)
0,0 -0,8620 0,0562 < 0,0001 0,422 [0,378; 0,471]
Apical 0,5 0,3471 0,0992 0,0006 1,415 [1,165; 1,720]
1,0 0,1772 0,1028 0,0868 1,194 [0,976; 1,461]
0,0 -0,9882 0,0457 < 0,0001 0,372 [0,335; 0,401]
Cotiledonar 0,5 0,2372 0,0960 0,0147 1,268 [1,050; 1,531]
1,0 0,2353 0,0985 0,0182 1,265 [1,043; 1,535]
0,0 -0,9188 0,0443 < 0,0001 0,399 [0,366; 0,435]
Nodal 0,5 -0,3976 0,0688 <0,0001 0,672 [0,587; 0,769]
1,0 -0,4841 0,0708 <0,0001 0,616 [0,536; 0,707]
0,0 -1,0121 0,0388 <0,0001 0,363 [0,337; 0,392]
Hipocdtilo 0,5 0,0162 0,0916 0,8601 1,016 [0,849; 1,216]
1,0 -0,0315 0,0950 0,7405 0,969 [0,804; 1,167]
0,0 -1,0476 0,0453 <0,0001 0,351 [0,344; 0,410]
Raiz 0,5 0,4455 0,0937 < 0,0001 1,561 [1,300; 1,877]
1,0 0,5693 0,0948 <0,0001 1,767 [1,468; 2,129]

Fonte: Do autor.
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5 DISCUSSAO

Ap0s o periodo de incubacéo estipulado de 28 dias, o percentual de calos foi de 100%
nos explantes apical, cotiledonar, hipocotiledonar e nodal, desde que houvesse a menor
quantidade testada de 2,4-D ou a combinacdo de AIB e BAP. Essas constatagOes estdo de
acordo com aquelas feitas por Reis et al., (2007a; 2007b), onde mesmo sem a presenca de
regulador de crescimento e, fazendo-se uso do meio MS, ocorreram a calogénese nos
explantes intercotiledonares e nodais.

N&o foram encontrados trabalhos desta natureza com o parica utilizando como fonte
de explantes os segmentos de raiz e de cotilédones. Dessa forma, foi evidenciado que a raiz
dessa espécie lenhosa nao é eficiente para iniciar calogénese. Para outra arborea, por exemplo,
a Premna serratifolia, segmentos de raizes sdo os mais indicados para a inducdo de calos
(SINGH, 2011).

Apenas tomar nota sobre o percentual de formacgéo de calos em explantes diferentes
ndo é suficiente para se determinar o mais produtivos deles. Nesse sentido, € preciso ponderar
com as repostas de outras caracteristicas, sendo a percentagem de cobertura do explante um
bom parametro, uma vez que representa, de forma direta, 0 quanto do material respondeu ao
estimulo.

Quanto ao 2,4-D, observou-se um maior aumento nas chances de cobertura, em
relacdo aos controles, quando se utiliza o explante apical. Sendo assim, este foi 0 mais
influenciado pela concentracdo em relacdo as demais fontes de explantes. Por outro lado, o
explante com mais chances de cobertura foi o nodal na concentrago de 2,1 mg L™. Em uma
analise de cobertura com atribuicdo de notas, Reis et al., (2007a) ndo puderam diferenciar
entre segmentos apicais e intercotiledonares até a concentracdo de 4 mg L™, quando
compararam 0s tratamento por teste de médias.

Em se tratando da combinagdo de AIB e BAP, observou-se um maior aumento das
chances de cobertura, em relagdo aos controles, no explante cotiledonar. Em estudo do perfil
de citocininas enddgenas nos cotilédones de Pinus pinea Cuesta et al., (2012) deram suporte
de que, entre outros fatores, a interceptacdo e metabolizacdo de fitorreguladores exdgenos
desempenham um maior efeito em varias respostas in vitro.

Concomitantemente, houve uma inesperada reducdo na chance de cobertura em
explantes apicais na presenca desses fitorreguladores. Entretanto, ainda que as chances de

cobertura tenham sido reduzidas, ndao se pode afirmar que estas sdo diferentes entre si.
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Quando foram utilizadas diferentes concentracdes de ambos, AIB e BAP, Reis et al., (2007b)
observaram maior cobertura.

As auxinas e as citocininas podem ter uma transferéncia de sinais antagonista entre as
vias de diferenciacdo durante a organogénese in vitro, conforme Su et al., (2011). Estudos de
base sobre a manutencdo do meristema apical evidenciam que as citocininas cumprem esse
papel e podem ser ativamente sintetizadas para esse fim, discorre Shani et al., (2006).
Portanto, os explantes apicais do paricd podem ter sido mais estimulados a manter o
meristema apical do que a produzir calos, quando se utilizou as mesmas concentracfes de
AlB e BAP.

Apesar das estimativas de cobertura terem se mostrado bons indicadores para
complementar as concepcdes inicialmente tomadas quanto a interpretacdo da percentagem de
calos formados por tratamento, ha outro pardmetro relevante a fim de compreender respostas
anteriormente observadas, a razdo entre a massa seca e a massa fresca. A diminui¢do nessa
razdo foi apontada como resposta ao estresse por Kasrati et al., (2014), enquanto o seu
aumento ofereceu a Simdes et al., (2009) indicios de maior produtividade de calos.

No presente estudo, a razdo das massas fresca e seca revelou que sem a adicao de 2,4-
D as chances de producdo efetiva de biomassa sdo menores do que com a sua influéncia
exdgena. Portanto, as maiores chances de cobertura apresentadas nas suas concentracées mais
elevadas ndo representam sinais de perda produtividade.

Efeitos significativos do aumento da concentracdo de 2,4-D com BAP sobre as massas
de calos de Zingiber officinale foram reportados sem a producdo de metabolitos secundarios
especificos dessa espécie (EL-NABARAWY et al., 2015). Esse fato corrobora com a nogao
de que o aumento da biomassa induzido por esse fitorregulador ndo induziu resposta de
estresse nos tecidos vegetais estudados, uma vez que a sintese de metabolitos secundarios de
natureza complexa representa, entre outros fatores, resposta a condi¢cdes adversas no meio,
como explica Gongalves e Romano (2013).

Quando se duplica quantidade fornecida de AIB e BAP, foi reportado que a razéo de
chances da massa relativa ndo variou mais de que 18,5%. Nesse sentido, percebe-se que,
ainda assim, a concentracdo critica ndo foi superada como aconteceu para Jayaraman et al.,
(2014) ao utilizarem concentragGes crescentes de BAP ou cinetina (KIN), mantendo-se a de
acido naftaleno acético (ANA) constante.

Por fim, enfatizou-se que a maior chance de se obter massa relativa maior com AIB e

BAP foi registrada no explante de raiz. Atrelado a isso, os tecidos da raiz também foram os
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que tiveram as menores chances de cobertura, ou seja, tendem a apresentar menor
desdiferenciacéo.

Tecidos jovens e pouco diferenciados podem conter células com parede celular pouco
espessa, a qual serd& mais ou menos espessada dependendo dos estimulos ambientais
(DERBYSHIRE et al.,, 2007), fazendo com que a massa seca varie consideravelmente.
Portanto, quando os explantes de raiz se revelaram com maior massa seca, foi reflexo de
terem mais células com processo de diferenciacdo avangado.

Quanto aos modelos lineares generalizados utilizados para estudar as respostas de
cobertura de explante por calos e massa relativa, observou-se que este método de analise
representa uma técnica robusta para identificar diferencas significativas entre tratamentos. E
comum serem reportados resultados de tratamentos considerados iguais, estatisticamente, em
estudos de calogénese, como 0s ocorrem nos trabalhos de Ghorbanpour e Hadian (2015)
quanto ao crescimento da cultura, Warchot et al., (2015) quanto a inducdo de calos
embriogénicos, e Botau et al., (2015) quanto a producéo de calos.

Portanto, ainda que sejam mais amplamente utilizados nas abordagens de estudos com
variaveis discretas (PAUL; SAHA, 2007), como ¢ frequente nos estudos de caso clinico das

areas da saude humana e animal, também podem ser adequados para estudos da area vegetal.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, os modelos lineares generalizados selecionados esclareceram as
diferencas e interacGes entre as varidveis independentes dos tratamentos, ao passo que
resolveram as limitagdes dos dados quanto as premissas da analise estatistica. Assim sendo,
sdo indicados para o estudo de inducdo de calos em termos de percentual de cobertura do
explante, massa relativa, e outras respostas com valores de média compreendidos entre O e 1.

Também se observou que a calogénese s6 ndo ocorreu nos explantes de raiz sob
influéncia de 2,4-D, sendo de 100% nos demais tratamentos, inclusive aqueles com
combinacdo de AIB com BAP, desde que a concentragdo minima em estudo fosse utilizada. O
explante nodal tem as maiores chances de cobertura por calos quando se utiliza 2,1 mg L™ de
2,4-D, enquanto os segmentos cotiledonares sdo os provaveis com mais chances ao se aplicar
0,5mg L™ de AIB e BAP.
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