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Resumo

Paubrasilia echinata (pau-brasil), € uma espécia arbérea, nativa do Brasil e endémica da Mata Atlantica.
Atualmente se encontra ameagada de extin¢cdo devido ao extrativismo ao longo dos séculos. A floracédo
da espécie é anual, e, possui sementes recalcitrantes, dificultando a propagacao. Dito isso, a utilizagédo
de técinicas como a cultura de tecidos vegetais (CTV) in vitro sdo ferramentas promissoras para a
propagacdo em larga escala de espécies ameacadas, como o pau-brasil. O objetivo deste estudo foi
testar a eficacia dos reagentes desinfetantes Hipoclorito de Sddio (NaClO) e Nanoparticulas de Prata
(NPsAg) em sementes de pau-brasil em diferentes tempos (5, 15, 20 e 30 min) e concentragéo (100%
e 60%) para obtencdo dos embribes zigéticos (EZ), e, o estabelecimento inicial de plantulas in vitro a
partir da incubacéo dos EZ de pau-brasil. A desinfestacdo com NaClO + NPsAg obtiveram as menores
médias de contaminacéo, ficando abaixo de 30% em todos os tratamentos, exceto no tempo de 15 min
(60%). A sobrevivéncia dos explantes foi baixa, com médias de 53% (NaCIO+NPsAg), 21% (NPsAQ),
e 22% (NaClO).

Palavras-chave: extingdo.micropropagacao.pau-brasil.cultura de tecidos vegetais.
Area do Conhecimento: Fisiologia.

Introducéo

Paubrasilia echinata (pau-brasil) € uma espécie arbérea, nativa do Brasil e endémica da Mata
Atlantica. Atualmente encontra-se na Lista Vermelha da IUCN (Unido Internacional para Conservagéo
da Natureza, 1998) de espécies em perigo de extin¢gdo, tendo em vista 0 uso abusivo e desenfreado ao
longo das décadas pelas industrias textil e na luteria (Lima, 1992; Werner et al., 2007).

Embora haja uma grande quantidade de espécimes distribuidos pelos fragmentos da Mata Atlantica
e em cultivo em estufas, néo se tem certeza de que as &reas de cultivo serdo suficientes para garantir
a sobrevivéncia de populaces viaveis. Isso se deve a perda gradual de variabilidade genética, causada
por diversos fatores como destruicdo de habitats, mudancas climaticas e selecdo natural (Werner et al.,
2007; Scarano et al., 2015). Além disso, a espécie enfrenta outros desafios significativos. Sua floracao
ocorre anualmente e suas sementes séo recalcitrantes, o que significa que perdem a viabilidade apenas
alguns dias apoés a dispersédo (Barbedo et al., 2002). Essa caracteristica € um fator limitante crucial para
sua propagacao, tornando ainda mais dificil a manutencao e expanséo das populagdes naturais.

Portanto, as variacdes e dificuldades no processo de armazenamento, germinacéo e propagacao
natural de P.echinata, somado ao fato da espécie estar ameacgada de extingcdo, € indispenséavel que
protocolos de coleta, armazenamento de sementes, e, principalmente, propagacéo da espécie sejam
otimizados e postos em pratica.

Uma das estratégias consideradas eficazes para a conservagédo adequada de espécies ameacadas
de extin¢éo é a aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos vegetais (CTV) para propagacao clonal em
massa e producdo de mudas saudaveis e geneticamente estaveis (Rout et al., 2000; Werner et al.,
2009). No entanto, a CTV para P. echinata é dificultada pelo alto nivel de microrganismos presentes
em seus explantes, como sementes e folhas (Campos; Cota, 2015). Por isso, é crucial desenvolver
protocolos de desinfecgédo eficientes e seguros para o cultivo in vitro de P. echinata. Entre os métodos
comumente utilizados estdo o alcool a 70%, hipoclorito de sédio (NaOCI), fungicidas e solugfes de
nanoparticulas de prata (AgNPs) (Tung et al., 2021).
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Diante do exposto e da importancia ecologica da espécie P. echinata objetivou-se com este trabalho
avaliar a eficiéncia dos desinfetantes NaCIlO e NPsAg na porcentagem (%) de contaminacédo e (%) de
sobrevivéncia de embrides zigéticos (EZ) cultivados in vitro de P. echinata a fim de estabelecer
estabelecimento plantulas saudaveis e livres de contaminantes para 0 uso na micropropagacao da
espécie.

Metodologia

Bagas de pau-brasil com aproximadamente 10 semanas apds a floragdo foram coletadas de um
arboreto localizado na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) — Vitéria. As bagas foram
utilizadas para os experimentos de germinacéo e estabelecimento de plantulas in vitro a partir de
embrides zigéticos obtidos das sementes.

As bagas com aproximadamente 10 (Fig. 1a) semanas foram abertas para a retirada das sementes
(Fig. 1b), e, estas, foram lavadas por aproximadamente 10 min em agua e detergente neutro (Fig. 1b)
para a retirada de sujidades. Em seguida, as sementes foram imersas em solugdo fungicida 1 g L™
(Captan) por 40 min (Fig. 1c), enxaguadas em média 5x em agua corrente (Fig. 1d), os tegumentos
foram retirados ao final. Posteriormente, em fluxo laminar, as sementes foram imersas em alcool 70%
(v/v) por 1 minuto (Fig. 1e). Nesse momento as sementes foram separadas em trés porcdes e estas
seguiram as seguintes etapas de desinfestacdo: Imersdo por 5, 15, 20 ou 30 min em NaClO
(QB0a®)(100% e 60%) contendo de 2 a 2,5 de cloro ativo (Fig. 1f), seguida por 5 enxagues em agua
autoclavada estéril (Fig. 1f); imers@o em solugéo de NPsAg (100% e 60%) por 5, 15, 20 ou 30 min (Fig
1g); imersédo em solugdo de NaClO (100% e 60%), seguida por 5 enxagues em agua autoclavada e em
seguida imersas em solucdo de NPsAg (100% e 60%) nos tempos de 5, 15, 20 ou 30 min (Fig. 1h). Ao
final desses 3 processos de desinfestacdo, as sementes de forma independente, foram imersas em
solugdo de antibidtico (Tetraciclina) 2 mL L (20 min) (Fig. 1i). As sementes foram abertas e os EZ
inoculados (Fig. 1j) em potes de vidro com 60 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
4,4 g L1, acrescidos de sacarose (30 g L?), agar (7,5 g L), e, ajuste de pH em 5,7 £ 0,1. O meio foi
suplementado com os RCVs 6-Benzilaminopurina (BAP) (2,5 mg L) e acido giberélico (GAs) (1 g L1)
(Figura 1).

Figura 1. Desinfestagdo de sementes de pau-brasil coletadas aproximadamente 10 semanas apds a
floracdo para obtengdo dos embrides zigéticos para inoculagéo e estabelecimento de plantulas in
vitro. Legenda: (a) bagas; (b) enxague em agua; (c) imersdo em solucéo de fungicida; (d) enxague
com agua autoclavada; (e) imerséo em alcool 70%; (f, g e h) imersdo das sementes nos diferentes
reagente e tempos de exposicdo; (i) imersdo em solucdo de antibidtico Tetraciclina (2 ml L1); (j)
inoculacdo dos embrides zigoticos.
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Fonte: O autor.
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O experimento foi mantido por 30 dias em sala de crescimento a temperatura de 25+2 °C sob
fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro) com 36 pumol m2 s de irradiancia fornecidas por duas lampadas
fluorescentes (20W, Osram®). O experimento foi conduzido num delineamento inteiramente
casualizado com 25 repeti¢des por tipo tratamento. As variaveis avaliadas foram porcentagem (%) de
contaminacgdo e % de sobrevivéncia.

Resultados

Todos os tratamentos avaliados nos testes de desinfestacéo de EZ de pau-brasil apresentaram p-
valor significativo (<0,05), indicando que os resultados séo estatisticamente relevantes. Os resultados
das variaveis de contaminac¢éo e sobrevivéncia dos embries zigoticos estao descritos na Figura 2.

Figura 2. Resultados de contaminacgdo e sobrevivéncia dos embrides zigoticos de pau-brasil apds
protocolo de desinfestacdo. Porcentagem de contaminacao (A, C e E). Porcentagem de
sobrevivéncia (B, D e F). Médias seguidas pela mesma letra nédo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Os tratamentos de desinfestacdo utilizando o reagente NaClO (Fig. 2A), para os explantes de
embriBes zigdéticos, com os tempos de 15’ e 30°(100%), e, 20’ e 30°(60%) séo estatisticamente iguais
entre si, apresentando as menores médias de contaminacdo, entre 40 e 48% dos explantes
contaminados. J4 a sobrevivéncia (Fig. 2B) teve a melhor média no tempo de 30’ (100%) com 44% de
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sobrevivéncia dos embrides que ndo apresentaram contaminacéo. A desinfestacdo com NPsAg (Fig.
2C) no tempo de 15 (100%) e 5 (60%) foram estatisticamente iguais entre si, com 20% e 28%
respectivamente, dos embribes zigoticos contaminados. A sobrevivéncia (Fig. 2D) dos embrides
expostos a solugdo de NPsAg obteve as melhores médias nos tempos de 15’(100%) com 64% e 5’
(60%) com 72%. Quando avaliada a interacdo entre os reagentes (Fig. 2E), com exce¢éo do tratamento
de 15'(60%), todos foram estatisticamente iguais entre si, com as menores médias de contaminag&o,
ficando entre 12% no tempo de 30’ (100%) e 28% no tempo de 30’ (60%). A sobrevivéncia dos embrides
(Fig. 2F) gquando submetidos aos dois reagentes desinfetantes, NaCIO e NPsAg, foi estatisticamente
igual entre os tempos de 15’ (100%) com 68% de sobrevivéncia, e, no tempo de 5’ (60%) com 72% dos
embries sobrevivendo ao protocolo de desinfestacao.

Figura 3. Plantulas germinadas a partir de EZ apés 30 dias de incubagdo em meio MS (4,4 g L) acrescidos de
sacarose (30 g L), agar (7,5 g L'Y), BAP (2,5 mg L), GAz (1 g L) e, ajuste de pH em 5,7 £ 0,1. Legenda:
plantulas germinadas a partir de EZ expostos as solugfes de NaClO (a), NPsAg (b) e expostas aos dois
reagentes NaClO + NPsAg (c). Plantulas germinadas a partir da inoculagéo de embrides zig6ticos expostas as
solugdes de NaClO.
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Discusséo

Os resultados exibidos na Figura 2 estdo em concordancia com a literatura existente, que demonstra
gue a combinagdo de reagentes quimicos, como alcool, hipoclorito, fungicidas e solu¢des de AgNPs, é
eficaz na desinfestacgéo in vitro de explantes obtidos diretamente do campo (Ferreira et al., 2009; BUTT
et al., 2013; Arruda et al., 2019).

Os efeitos desses reagentes quimicos estdo diretamente relacionados a sua atuagcdo sobre a
estrutura celular dos microrganismos. O NaClO, por exemplo, reage com as proteinas da membrana
celular, resultando na formacéo de compostos toxicos e na inibicdo de enzimas essenciais (Donini et
al., 2022). O etanol, normalmente utilizado em concentracdes de 70% a 80%, possui propriedades
germicidas e surfactantes, além de dissolver moléculas de gordura, o que potencializa a agdo dos
outros reagentes (Silva et al., 2012; Arruda, 2019). As solu¢des de NPsAg tém um impacto significativo
nos processos metabdlicos essenciais, danificam a membrana celular e podem penetrar e dispersar
biofilmes bacterianos (Tung et al., 2018; Tung et al., 2021). No entanto, 0s possiveis efeitos toxicos
dessas solug8es no desenvolvimento morfofisioldgico das plantas ainda sdo pouco compreendidos.

A eficacia da desinfestacdo dos explantes depende do tipo de espécie e do explante utilizado. No
caso de P. echinata, que é particularmente suscetivel a patégenos endofiticos, é necessario adotar
métodos de desinfestacdo mais rigorosos e frequentemente combinar diferentes reagentes,
corroborando com o0s resultados apresentados na Fig. 2E onde se nota as menores % de
contaminacgdo. Sendo assim, é essencial otimizar tanto o tempo de exposi¢cao quanto as concentracdes
dos reagentes para desenvolver um protocolo de desinfestacdo eficaz que preserve o desenvolvimento
saudavel dos embrides.

Conclusao
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Os melhores resultados de desinfestacdo foram alcancados quando todos os reagentes quimicos
foram utilizados em conjunto. Apesar da melhoria observada na desinfestacdo dos embries, o
crescimento anormal das plantulas sugere a necessidade de ajustes no protocolo.

Referéncias

ARRUDA, Ana Luiza et al. Estabelecimento in vitro de sementes de Psidium cattleianum Sabine. Acta
Bioldgica Catarinense, v. 6, n. 4, p. 105-113, 2019.

BARBEDO, CLAUDIO J.; BILIA, DENISE AC; FIGUEIREDO-RIBEIRO, RITA DE CASSIA L.
Tolerancia a dessecacéo e armazenamento de sementes de Caesalpinia echinata Lam.(pau-brasil),
espécie da Mata Atlantica. Brazilian Journal of Botany, v. 25, p. 431-439, 2002.

BUTT, MADIHA; USMAN, MUHAMMAD; FATIMA, BILQUEES. Enhanced Seed Germination and
Callogenesis under long days using Leaf Disc as Explant in Guava cultivars. Biologia (Pakistan), v.
59, n. 2, p. 293-298, 2013.

CAMPOS, F.F.; COTA, B.B. Bioactive endophytic fungi isolated from Caesalpinia echinata Lam.
(Brazilwood) and identification of beauvericin as a trypanocidal metabolite from Fusarium sp. Mem.
Inst. Oswaldo Cruz 110 (1), Feb 2015.

FERREIRA, Maria das Gracas Rodrigues et al. Desinfestacdo de explantes radiculares de bacurizeiro
(Platonia insignis Mart.). Revista Saber Cientifico, v. 2, n. 2, p. 56-62, 2009.

IUCN. The IUCN Red List of Threatened Species. Disponivel em:
<https://www.iucnredlist.org/species/33974/9818224>. Acesso em: 10 de margo de 2023.

LIMA, H. C. Aspectos botanicos do pau-brasil. Viagem a terra do pau-brasil, p. 23-38, 1992.
MACEDO, Tahysa Mota et al. Climate signals in tree rings of Paubrasilia echinata
(LeguminosaeCaesalpinioidea) from the Atlantic Forest of Brazil. Trees, v. 34, p. 337-347, 2020.

MURASHIGE, Toshio; SKOOG, Folke. A revised medium for rapid growth and bio assays with tobacco
tissue cultures. Physiologia plantarum, v. 15, n. 3, p. 473-497, 1962.

ROUT, Gyana R.; SAMANTARAY, Sanghamitra; DAS, P. In vitro manipulation and propagation of
medicinal plants. Biotechnology advances, v. 18, n. 2, p. 91-120, 2000.

SCARANQO, Fabio Rubio; CEOTTO, Paula. Brazilian Atlantic forest: impact, vulnerability, and
adaptation to climate change. Biodiversity and Conservation, v. 24, n. 9, p. 2319-2331, 2015.

SILVA, Marcela Liege da et al. Desinfestacao e estabelecimento de sementes de Myrciaria dubia
(HBK) McVaugh germinadas in vitro. 2012.

TUNG, Hoang Thanh et al. A system for large scale production of chrysanthemum using microponics
with the supplement of silver nanoparticles under light-emitting diodes. Scientia Horticulturae, v. 232,
p. 153-161, 2018.

TUNG, Hoang Thanh et al. Silver nanoparticles improved explant disinfection, in vitro growth, runner
formation and limited ethylene accumulation during micropropagation of strawberry (Fragariax
ananassa). Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), v. 145, p. 393-403, 2021.

WERNER, Elias Terra et al. Controle da calogénese do pau-brasil in vitro. Revista Arvore, v. 33, p.
987-996, 2009.

WERNER, Elias Terra et al. Inducdo da calogénese de Caesalpinia echinata Lam.(pau-brasil) in vitro.
Revista Brasileira de Biociéncias, v. 5, n. S2, p. 1053-1055, 2007.

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 5
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



Oviine YXVepe  XVIINICs. Ve  YIVIND

1 Lk Amaricenc TN Laano AMancing Encortm te i
i S iy Ly . . whs agho

2 Encom
e IniciCHo Clention i

Educagﬁo: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso

Agradecimentos

Ao Programa de P6s-Graduacgéo em Biologia Vegetal da Universidade Federal do Espirito Santo,
e, a Fundacao de Amparo a Pesquisa e Inovacao do Espirito Santo (FAPES) pelo suporte financeiro.

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 6
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



