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INDUGAO in vitro DE CALOS EM OVARIOS FLORAIS DE Paubrasilia echinata
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Resumo

O pau-brasil (Paubrasilia echinata), espécie ameacada da Mata Atlantica, enfrenta obstaculos a
conservagao principalmente devido a recalcitrancia de suas sementes. A cultura de tecidos vegetais
(CTV) desponta como alternativa viavel para sua propagacao. Este estudo investigou a desinfestagao
de ovarios ndo fecundados e a indugdo de calos in vitro com diferentes concentragdes de 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). Os explantes foram cultivados em meio MS com 2,4-D (5.0, 10.0 e 50.0
MM), com ou sem carvao ativado. A desinfestagao foi eficaz, com contaminacgéao inferior a 4%. Os
tratamentos com Murashige e Skoog (MS) e adigdo de 5.0, 10.0 ou 50.0 uM de 2,4-D apresentaram
porcentagem de calogénese de 90.0, 87.5 e 90.0%, respectivamente, destacando o papel do 2,4-D e
o efeito inibitério do carvao ativado. Os resultados contribuem para o desenvolvimento de protocolos
eficientes de conservacao da espécie.
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Area do Conhecimento: Ciéncias bioldgicas. Fisiologia.
Introdugao

O pau-brasil (Paubrasilia echinata), € uma espécie nativa e emblematica da Mata Atlantica, no
entanto, encontra-se ameagada de extingdo devido a perda de habitat e exploragdo excessiva
(CNNFlora, 2012). A espécie P. echinata possui importancia ecolégica e cultural significativa. No
entanto, sua conservagao enfrenta desafios notaveis, especialmente relacionados a propagagéo
natural, uma vez que suas sementes sao recalcitrantes (Lisboa ef al., 2004), ou seja, ndo suportam a
desidratacdo que ocorre naturalmente apds dispersdo no ambiente, e, tém baixa viabilidade quando
armazenadas por longos periodos. Esta caracteristica dificulta a regeneragédo natural da espécie e a
manutenc¢do de sua diversidade genética (Barbedo et al., 2002).

Estratégias biotecnolégicas como a cultura de tecidos vegetais (CTV) surge como uma abordagem
promissora para a conservacao e propagac¢ao do pau-brasil, oferecendo solu¢des para superar as
barreiras impostas pela recalcitrdncia das sementes (Rout et al., 2000; Werner et al., 2009; Wen et al.,
2020). Dentro dessa abordagem, é possivel trabalhar com diferentes tipos de explantes, como folhas,
ovarios florais, embrides zigoéticos e sementes imaturas, ampliando as possibilidades de regeneracao
in vitro. Todavia, a principal dificuldade inicial esta na desinfestacao eficiente e no estabelecimento de
explantes saudaveis e livres de patégenos no ambiente de cultivo, especialmente devido a alta taxa de
contaminagdo por microrganismos enddgenos presentes nos materiais coletados diretamente do
campo, e, principalmente de espécies lenhosas (Campos; Cota, 2015).

Uma vez superado esse obstaculo inicial, diferentes vias podem ser exploradas para alcangar a
regeneracdao de novas plantulas. Entre elas, destaca-se a inducdo de tecido caloso como etapa
intermediaria, que pode seguir para embriogénese somatica ou organogénese indireta, dependendo
das condicbes de cultivo e dos reguladores de crescimento vegetal (RCVs) utilizados. O
desenvolvimento de protocolos especificos de CTV é essencial para cada espécie, pois garante a
adaptagao das técnicas as necessidades particulares dos explantes e ao ambiente de cultivo. Estes
protocolos incluem a definigdo de condigdes ideais de desinfestacao (Ferreira et al., 2009; Butt et al.,
2013; Arruda et al., 2019), meios de cultura e RCVs adequados para induzir a calogénese.
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O uso de RCVs é essencial para o sucesso dessas etapas, pois eles promovem a resposta desejada
dos explantes as condigdes in vitro (Grattapaglia; Machado, 1998). As auxinas, em especial, sdo
indispensaveis para a desdiferenciagao celular e a indugao da calogénese. Comumente utilizadas em
protocolos de CTV, incluem o acido naftalenoacético (ANA), o acido indolacético (AlA), Dicamba (DIC),
e, assim como o 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético) e o Picloram (Rocha et al., 2024).

O objetivo do estudo foi avaliar a indugéo de calos em ovarios imaturos de P. echinata, obtidos de
botdes florais em estagio pré-antese, cultivados in vitro em meio contendo diferentes concentragdes de
2,4-D, com ou sem a adi¢ao de carvao ativado, visando ndo apenas o estabelecimento de calos como
etapa inicial da morfogénese in vitro, mas também a analise do efeito adsorvente do carvao ativado
sobre a resposta calogénica dos explantes.

Metodologia

Inflorescéncia (Figura 1A) de P. echinata foram coletadas no inicio da antese, quando apenas os
primeiros botbes florais estavam se abrindo. Os botdes florais ainda fechados foram cuidadosamente
selecionados e utilizados como fonte de explantes para os experimentos de calogénese in vitro. As
estruturas foram transportadas ao laboratério em sacos plasticos umedecidos, sob temperatura
ambiente, e processadas no mesmo dia da coleta. Botdes florais (Figura 1B) em estagio pré-antese,
foram retirados das inflorescéncias e submetidos a um processo de desinfestagdo em fluxo laminar.
Inicialmente, estes botbes florais foram lavados com agua e detergente neutro, seguidos de enxagues
em agua corrente para remocao dos residuos do detergente. Em seguida, foram imersos em alcool
70% (v/v) por 1 minuto, e posteriormente em hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,5% de cloro ativo (Qboa®)
por 20 minutos, com agitacdo constante durante todo o processo para garantir a eficacia da
desinfestagdo. Apds esse tratamento, foram enxaguados 5 vezes com agua de osmose autoclavada
para remogdo dos residuos do desinfetante. Apds os enxagues, os botbes florais foram
cuidadosamente abertos (Figura 1C) para a retirada dos ovarios (Figura 1D), e estes utilizados como
explantes.

Os ovarios imaturos foram transferidos para placas de Petri contendo 10.0 mL de meio de cultura.
Os meios testados foram suplementados com diferentes componentes, e, concentragées do RCV 2,4-
D conforme descrito na Tabela 1. Apds inoculagéo, as placas foram incubadas a temperatura de 25+2
°C sob escuro constante.

Tabela 1 - Composi¢cédo dos meios de cultura utilizados para a inoculagao de ovarios de P. echinata
retirados de botdes florais em estagio pré-antese.

Sais MS Sacarose Phytagel Caseina Cisteina Extrato de Carvdo 2,4-D
gL gL gL gL™ gL™ MaltegL™ glL™ uM
4.4 30.0 2.8 - - - - 0

44 30.0 2.8 - - - - 5.0
4.4 30.0 2.8 - - - - 10.0
44 30.0 2.8 - - - - 50.0
4.4 30.0 2.8 0.2 0.04 0.8 2.0 0

44 30.0 2.8 0.2 0.04 0.8 2.0 5.0
4.4 30.0 238 0.2 0.04 0.8 2.0 10.0
4.4 30.0 2.8 0.2 0.04 0.8 2.0 50.0

Apos inoculagao, as placas foram incubadas a temperatura de 2512 °C sob escuro constante. Ads
90 dias de inoculagao foi avaliado a porcentagem de contaminagao e inducéo de calos. O experimento
foi realizado em DIC (delineamento inteiramente casualizado) com cada tratamento composto por 10
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de uma placa de petri com 4 explantes cada. Inicialmente,
aplicou-se a analise de varidncia (ANOVA) para verificar diferencas significativas entre os tratamentos.
Quando presentes, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se nivel de
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significancia de 5%. A normalidade dos residuos foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das varidncias pelo teste de Bartlett.

Figura 1 — Inflorescéncia de P. echinata coletada no inicio da antese (a). Bot&o floral em estagio pré-antese (b).
Boté&o floral em estagio pré-antese apds abertura manual evidenciando a localizagao do ovario (c). Ovario de P.
echinata utilizado como explante na indugéo dos calos (d).

Fonte: A autora (2025). Legenda: A Barra em arepresenta 5 mm, em b,c e d representa a medida de 1 mm.
Resultados

O protocolo de desinfestagdo dos explantes demonstrou alta eficacia, resultando em menos de 4%
de contaminacgéo ao longo de todo o experimento.

Para a porcentagem de calos, as médias variaram amplamente entre os tratamentos empregados
(Figura 2A), com destaque para os meios contendo apenas MS, sacarose, phytagel e com as
concentracoes de 2,4-D de 5, 10 e 50 pM, que apresentaram as maiores porcentagens de calogénese,
sendo 90.0%, 87.5% e 90.0%, respectivamente (Figura 2B,C,D). Os demais meios que ndo foram
suplementados com 2,4-D, ou entdo possuiam os componentes de caseina, cisteina, extrato de malte
e carvao ativado a mais em sua composi¢cao nao apresentaram crescimento de calos (Figura 2E).

Figura 2 — Médias de porcentagem de calos em ovérios imaturos de P. echinata avaliados ap6s 90 dias de
incubacgao em diferentes tipos de meio de cultura e concentragdes variadas de 2,4-D.
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Fonte: A autora (2025). Legenda: O simbolo asterisco (*) que aparece no grafico de porcentagem de indugéo de
calos representa a relagdo dos meios de cultura que foram suplementados com os componentes de cisteina,
caseina, extrato de malte e carvao ativado (A). As letras B,C,D estao representando os aspectos dos calos apés
90 dias de incubagado nos meios suplementados com o RCV 2,4-D nas concentragdes descritas ao lado das
respectivas figuras. Morfologia das células ampliadas em E. Médias seguidas pela mesma letra no grafico (a)
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A coloragao dos calos variou entre creme e marrom claro (Figura 2B,C,D). Os calos obtidos indicam
em sua grande maioria células desorganizadas, levemente translucidas e no formato isodiamétrico
(Figura 2E).

Discussao

A eficiéncia do protocolo de desinfestacao foi favorecida pelo uso de botdes florais em estagio de
pré-antese, que naturalmente apresentam menor, ou nenhuma, exposi¢ao a contaminantes externos
como os microrganismos. A combinagéo de alcool 70% e hipoclorito de s6dio mostrou-se eficaz na
eliminacdo de microrganismos da superficie dos explantes, devido a agédo desidratante do alcool sobre
as células microbianas e a capacidade oxidativa do hipoclorito, que desintegra proteinas das
membranas celulares, impedindo a proliferagdo de fungos e bactérias (Freitas et al., 2014; Donini et
al., 2022).

Na etapa de indugao de calos, o uso do regulador de crescimento 2,4-D foi indispensavel. Os meios
de cultura contendo esse regulador promoveram formacgao de tecido caloso, enquanto o meio controle
(sem 2,4-D) ndo apresentou qualquer resposta morfogénica, corroborando estudos que indicam a
necessidade da auxina sintética para ativar a divisdo celular e a formagdo de calos em diversas
espécies (Werner et al., 2009; Rossato et al., 2019; Taiz et al., 2013).

Por outro lado, a presenca de carvao ativado nos meios de cultura inibiu a formacgéo de calos,
mesmo quando o regulador estava presente. Esse efeito pode ser atribuido a alta capacidade
adsorvente do carvdo (Grattapaglia; Machado, 1998; Costa et al., 2006), que retém compostos
essenciais como vitaminas, citocininas e auxinas, além de alterar o potencial osmaético do meio,
dificultando a absorgéo de agua e nutrientes pelos explantes. Apesar de em muitos trabalhos na cultura
in vitro relatar que o uso do carvao favoreceu etapas de micropropagacgéao (Calvete et al., 2020), outros
estudos, como o feito por Werner et al., (2009), relataram efeito negativo com o uso do carvdo na
inducao de calos em tecidos foliares da espécie P. echinata. Estudos relatam que essa limitagao pode
ser contornada por meio do aumento da concentracdo do RCV como estratégia para superar o
ambiente osmoticamente desfavoravel e garantir estimulo suficiente a calogénese (Feher et al., 2003;
Werner et al., 2009).

Apesar das caracteristicas aparentes de calos friaveis, células isodiamétricas e translucidas, nao foi
possivel observar até o momento regiées pré-embrionarias. Diferente do encontrado por Werner et al.,
(2009), que, ao utilizar o mesmo regulador, na concentracdo de 0,5 mg/L 2,4-D verificou estruturas
semelhantes a embrides somaticos nas fases globular e codiforme. Esse fato pode ser atribuido a
variacdo nas respostas morfogénicas, que dependem diretamente do tipo, do estagio de
desenvolvimento e da idade fisiologica dos explantes utilizados (Sivasankarreddy et al., 2024).

A indugdo de calos representa uma etapa critica na cultura in vitro, especialmente para espécies
como o pau-brasil, cuja propagagado convencional € limitada. O sucesso na formagdo de calos
estabelece as bases para a embriogénese somatica e a regeneragédo de plantas completas, sendo
essencial para programas de conservagao e multiplicacdo de germoplasma.

Conclusao

A adogao de um protocolo de desinfestacdo eficiente resultou em baixa taxa de contaminagao
(<4%), garantindo condi¢des assépticas para o cultivo in vitro de explantes de ovérios florais de P.
echinata.

Os meios de cultura suplementados com 5.0 yM, 10.0 uM e 50.0 uM de 2,4-D, apresentaram as
maiores taxas de calogénese (90.0%, 87.5% e 90.0%, respectivamente), evidenciando a eficacia desse
regulador de crescimento na indugcédo de calos. A presenga de carvao ativado nos meios de cultura
inibiu significativamente a formagéao de calos, uma vez que sua elevada capacidade de adsorgdo retém
na superficie compostos essenciais ao desenvolvimento celular, como RCV, vitaminas e nutrientes,
tornando-os indisponiveis para absorgéo pelos tecidos dos explantes.

Esses resultados demonstram o potencial da cultura de tecidos vegetais como ferramenta
biotecnolégica para a propagacdo do pau-brasil e oferecem subsidios importantes para o
desenvolvimento de protocolos especificos voltados a conservagao de espécies nativas ameagadas.
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