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Resumo

O pau-brasil (Paubrasilia echinata), uma espécie ameacgada de extingdo da Mata Atlantica, enfrenta
desafios significativos para sua conservacao devido a recalcitrdncia de suas sementes. A cultura de
tecidos vegetais (CTV) surge como uma solugdo promissora para a propagacao da espécie, superando
a dificuldade de regeneracdo natural. Este estudo focou na desinfestacdo eficiente de explantes
provenientes de sementes imaturas e na indugcdo de calogénese in vitro utilizando diferentes
concentracdes do regulador de crescimento vegetal Dicamba (DIC). As bagas foram tratadas com
desinfetantes e as sementes, inoculadas em meios de cultura MS com ou sem Dicamba (100 e 200
uM), foram subcultivadas periodicamente. A desinfestacdo foi bem-sucedida, mantendo contaminacgéo
abaixo de 7%. A inducdo de calos foi significativamente melhor nos meios contendo DIC, com a
concentracao de 200 pM resultando na maior taxa de indugéo de calos, de 90% apés 30 dias.
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Introducéo

O pau-brasil (Paubrasilia echinata), uma espécie emblematica da Mata Atlantica e nativa do Brasil,
estd ameacado de extingdo devido a perda de habitat e exploracdo excessiva (lucn, 2023).
Reconhecido como simbolo nacional, o pau-brasil possui importancia ecolégica e cultural significativa.
No entanto, a sua conservacao enfrenta desafios notaveis, especialmente relacionados a propagacao
natural, uma vez que suas sementes sao recalcitrantes (Lisboa et al., 2004), ou seja, hdo suportam
bem a desidratagcdo e tém baixa viabilidade quando armazenadas por longos periodos. Esta
caracteristica dificulta a regeneragéo natural da espécie e a manutencéo de sua diversidade genética
(Barbedo et al., 2002).

A cultura de tecidos vegetais (CTV) surge como uma abordagem promissora para a conservacao e
propagacédo do pau-brasil, oferecendo solu¢des para superar as barreiras impostas pela recalcitrancia
das sementes (Rout et al., 2000, Werner et al., 2009; Wen et al., 2020). Técnicas como germinacao in
vitro, calogénese e indugdo de embrides soméaticos sdo fundamentais nesse contexto, porém, sua
aplicacdo é desafiada pela alta taxa de contaminacdo por microorganismos enddégenos presentes nos
explantes coletados no campo (Campos; Cota, 2015). O desenvolvimento de protocolos especificos de
CTV é essencial para cada espécie, pois garante a adaptacdo das técnicas as necessidades
particulares dos explantes e ao ambiente de cultivo. Estes protocolos incluem a definicdo de condi¢des
ideais de desinfestacdo (Ferreira et al., 2009; Butt et al., 2013; Arruda et al., 2019), meios de cultura, e
reguladores de crescimento vegetal (RCVs) para induzir a calogénese e a formacdo de embribes
somaticos.

O uso de RCVs é essencial para o sucesso dessas etapas, pois eles promovem a resposta desejada
dos explantes as condi¢gBes in vitro (Grattapaglia; Machado, 1998). Comumente utilizados em
protocolos de CTV, os RCVs incluem auxinas, como o acido naftalenoacético (ANA) e o &acido
indolacético (AlA), além do proprio Dicamba (DIC), que € conhecido por sua eficdcia em diferentes
concentracdes para promover o desenvolvimento dos tecidos (Grattapaglia; Machado, 1998). A escolha
e a concentracdo adequadas desses reguladores sdo determinantes para superar os desafios
relacionados a indugédo de calogénese e formacao de embrides somaticos.
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Este estudo visa abordar os desafios especificos enfrentados na propagacao do pau-brasil ao focar
na desinfestacéo eficiente de explantes originados de sementes imaturas, coletadas cinco semanas
apos a floracéo, e testar a eficacia do RCV DIC em diferentes concentracdes para induzir a calogénese
in vitro. Além disso, busca-se induzir embriées somaticos como etapa final, visando a conservagao e
propagacédo da espécie pau-brasil.

Metodologia

Bagas de pau-brasil com 5 semanas apds a floragédo foram coletadas de um arboreto localizado na
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) — Vitéria. As sementes foram utilizadas para o
experimento de inducéo de calos e embrides somaticos in vitro. O estudo foi conduzido no Laboratério
de Citogenética e de Cultura de Tecidos Vegetais (LABCITO) da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), Campus Alegre.

As bagas com 5 (Fig. 1a) semanas foram lavadas em agua e detergente neutro (Fig. 1b), imersas
em alcool 70% (v/v) (Fig. 1¢) por 1 minuto, em seguida, imersas em Hipoclorito de Sédio (NaClO) (2 a
2,5%) + Fungicida Manzate® (1 g L'Y) por 60 min (Fig. 1d), e, ao final, enxaguadas 10 vezes com agua
autoclavada (Fig. 1e). As bagas foram abertas (Fig. 1f), e, as sementes seccionadas ao meio (Fig. 1g).
As partes contendo os embrides (Fig. 1h) foram inoculadas em meio de cultura MS (Murashige; Skoog,
1962) 4,4 g L1, acrescidos de sacarose (30 g L1), agar (7,5 g L1), e, ajuste de pH em 5,7 £ 0,1. Os
meios testados foram MS, MS suplementado com 100 uM DIC e 200 uM DIC (Figura 1). Ap6s 15 dias
nessas condi¢cfes de incubacao, os explantes foram subcultivados para novos meios sem a adicao de
RCV, e assim, a cada 30 dias até que completassem 60 dias.

Figura 1. Desinfestacdo de sementes de pau-brasil coletadas 5 semanas ap6s a floracéo para
inoculacao in vitro, inducéo de calos e embrides somaticos. Legenda: (a) bagas; (b) enxague em
agua; (c) imersao em alcool 70% (v/); (d) imersdo em NaClO (2 a 2,5%) + Fungicida Manzate (1 g L
1); enxdgue com agua autoclavada; (e); abertura das bagas (f); seccédo longitudinal das sementes (g)
e inoculacao da parte contendo o embrido zigético em meio MS (h).

2542 C (escuro)
MS (0, 100 e 200 uM
DIC) '

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 escuro
constante O experimento foi conduzido num delineamento inteiramente casualizado com 30 repeti¢cdes
por tratamento, cada repeticdo composta por 2 explantes por placa. As varidveis avaliadas foram
porcentagem (%) de contaminagéo (%Co), % de calos (%Ca) com 15 e 30 dias de incubacao.

Resultados

A variavel de indugéo de calos (15 e 30 dias) em sementes de pau-brasil coletadas 5 semanas apos
a floracdo, apresentaram p-valor significativo (<0,05), indicando que os resultados sdo estatisticamente
relevantes. No entanto, na variavel de contaminac&o néo foi significativo (Figura 2).

Figura 2. Porcentagem de contaminacéo (a e b) e indugéo de calos (c e d) em explantes de
sementes de pau-brasil inoculadas em meio MS, MS + 100uM DIC e MS + 200uM DIC. Explante com
15 (e) e 30 dias (f) em meio MS. Explantes com 15 (g) e 30 dias (h) em meio MS + 200uM DIC. Setas

indicam o surgimento de calos (f,g,h). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fonte: O autor.

Os resultados estatisticos obtidos durante o estudo mostram dados relevantes sobre a eficacia dos
tratamentos aplicados aos explantes. A desinfestacdo dos explantes foi efetiva, mantendo taxas de
contaminagdo abaixo de 7% tanto aos 15 dias (Fig. 2a) quanto aos 30 dias (Fig. 2b) de incubacéo,
independentemente do meio de cultivo testado. Estes dados indicam um sucesso significativo nas
etapas iniciais de preparacéo dos explantes para a cultura in vitro.

Em relacdo a inducdo de calos, os resultados mostram diferengas notaveis entre os meios com e
sem adicdo do RCV. Aos 15 dias (Fig. 2c), os meios contendo Dicamba nas concentra¢des de 100 uM
(56,33) e 200 uM (63,66) apresentaram médias estatisticamente semelhantes na inducao de calos,
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enquanto o meio sem adi¢cdo do regulador ndo apresentou crescimento de calos. Esse resultado sugere
que a presenca de Dicamba é crucial para o desenvolvimento de calos.

Ap6s 30 dias (Fig. 2d), observou-se que o meio com 200 uM de Dicamba proporcionou a melhor
média de crescimento de calos, com uma taxa de inducéo de calos de 90%. Esse resultado demonstra
a eficacia do Dicamba na concentragdo mais alta, destacando-o como a melhor opgao para a indugao
de calos nos explantes ao longo do periodo avaliado.

Discusséao

Os resultados obtidos no estudo destacam a importancia dos reagentes utilizados na desinfestagcéo
dos explantes e o papel crucial do RCV DIC na inducéo de calos.

A desinfestacdo eficiente dos explantes € um passo critico na cultura de tecidos vegetais,
especialmente para espécies como o0 pau-brasil, que apresentam alta taxa de contaminacédo por
microorganismos. A exposicdo dos explantes ao alcool a 70% esta relacionada com seu efeito
desidratante nas células microbianas, acarretando danos em suas membranas e proteinas, o que
culmina na eliminacgdo de parte dos micro-organismos presentes nos explantes (Freitas et al., 2014). A
solucdo de NaOCI possui agdo oxidativa, a qual desintegra as proteinas presentes nas membranas
microbianas, provocando desordem estrutural e assim impedindo a proliferacdo de bactérias, fungos e
virus (Donini, L. P. et al.; 2022). A adi¢cdo do fungicida Manzate™ complementa essa agao ao oferecer
protecdo adicional contra fungos que podem néo ser totalmente erradicados pelos outros agentes. O
enxague final com 4gua autoclavada garante a remoc¢édo completa dos reagentes quimicos, prevenindo
toxicidade aos explantes e possiveis efeitos adversos sobre o crescimento subsequente.

No que diz respeito ao uso do Dicamba, um regulador de crescimento vegetal classificado como
auxina, seus efeitos na inducdo de calos sao notaveis (De Vasconcelos et al., 2018; Rossato et al.,
2019). Auxinas (Taiz et al., 2013) como o Dicamba séo fundamentais para a regulacéo do crescimento
e desenvolvimento das plantas, pois promovem a divisdo celular e a formacédo de tecidos
meristematicos (De Vasconcelos et al., 2018; Rossato et al., 2019). O Dicamba atua ao imitar o efeito
das auxinas naturais, estimulando as células dos explantes a formar calos, ao promover a diferenciagédo
e proliferac@o celular (Werner et al., 2010; Feher et al., 2003). Aos 15 dias de incubacéo, as
concentracdes de 100 pM e 200 pM de Dicamba foram eficazes na indugéo inicial de calos, mas a
concentracdo de 200 uM se destacou apés 30 dias, indicando que niveis mais elevados de Dicamba
favorecem uma maior taxa de inducdo e desenvolvimento de calos. A concentracdo elevada
provavelmente proporciona um ambiente hormonal mais favoravel, resultando em uma maior resposta
de calogénese.

A inducao de calos € uma etapa crucial no processo de cultura in vitro, servindo como um ponto de
partida essencial para a embriogénese somatica (Werner et al., 2010). O desenvolvimento bem-
sucedido de calos permite a continuidade do processo, possibilitando etapas subsequentes como a
formacgédo de embriBes somaticos e a regeneragéo de plantas completas. Assim, a aplicagao eficaz do
Dicamba e a desinfestacéo rigorosa dos explantes estabelecem uma base sélida para o avango nas
técnicas de cultivo in vitro de pau-brasil.

Conclusao

Os resultados demonstram que a desinfestacdo dos explantes foi bem-sucedida, com taxas de
contaminagdo abaixo de 7%. A inducdo de calos foi significativamente favorecida pela adicdo de
Dicamba, com as melhores taxas de inducao observadas na concentracdo de 200 pM apés 30 dias.
Assim, o Dicamba se revela um regulador de crescimento vegetal eficaz para a inducéo de calos no
cultivo in vitro do pau-brasil.
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