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Resumo

Paubrasilia echinata, conhecida popularmente como pau-brasil, € uma espécie arbérea nativa e
ameacgada de extingao, cuja propagagao e conservagao podem ser favorecidas por técnicas de cultura
de tecidos vegetais (CTV). O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto de diferentes concentragdes
de sacarose (0,10, 20, 30, 40 e 50 g L) no desenvolvimento inicial de plantulas de P. echinata
germinadas in vitro. A maior altura média da parte aérea foi observada no tratamento sem sacarose
(73,89 mm), seguido pelas concentragcdes de 20 g L™ (69,15 mm) e 10 g L™ (65,15 mm). O
desenvolvimento radicular manteve-se estavel entre 0 e 40 g L™, enquanto a concentragdo de 50 g L™*
resultou na menor média de comprimento de raiz (6,72 cm). O peso fresco das plantulas nao
apresentou variagoes relevantes entre os tratamentos. Portanto, concentragdes reduzidas de sacarose
favorecem o crescimento aéreo e radicular de P. echinata, enquanto doses elevadas comprometem o
desenvolvimento das raizes. Esses achados contribuem para otimizar protocolos de propagacéo in vitro
da espécie pau-brasil, que atualmente, requer atengao em virtude da sua ameacga de extingao.

Palavras-chave: cultura de tecidos. conservagao. mata atlantica. pau brasil.
Area do Conhecimento: Ciéncias bioldgicas, Fisiologia.
Introdugéao

Paubrasilia echinata Lam (pau-brasil) é uma espécie arbérea nativa do Brasil, endémica da
Mata Atlantica e ameagada de extingao devido a exploragao intensa pela industria téxtil no passado e,
atualmente, pelo uso na luteria (Kika gusmao, 2023). Além disso, suas sementes sdo recalcitrantes,
conforme descrito por Campos (2019), e a espécie geralmente floresce uma vez ao ano em seu habitat
natural (Oliveira et al., 2019). Diante dessas limitagbes, é fundamental o desenvolvimento e a aplicagéo
de protocolos eficazes para a coleta e propagagdo da espécie, visando a sua conservagiao e
recuperacao.

Neste contexto, a cultura de tecidos vegetais (CTV) desta-se como uma abordagem
biotecnoldgica promissora para a propagacao de plantas a partir de pequenos explantes cultivados em
condi¢des controladas livre de patégenos (Kumar, 2022; Cardoso, 2014). Trata-se de uma técnica
eficiente para a producdo em larga escala de plantas, permitindo sua multiplicagdo em grande
quantidade, com menor demanda de espago e tempo, além de permitir o armazenamento de
germoplasma por periodos prolongados (Klima et al., 2019; Bhojwani, 2013), tudo entéo, dependera
da técnica abordada e sua eficacia com a espécie em estudo.

Entre os componentes do meio de cultura, a sacarose destaca-se como a principal fonte de
carbono em culturas celulares de plantas, devido a presencga de transportadores e enzimas especificas
que facilitam sua assimilagao pelas células vegetais (Chein et al., 2015). Sua elevada solubilidade em
agua, neutralidade elétrica e auséncia de efeitos inibitdrios sobre processos bioquimicos essenciais
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também contribuem para sua eficacia no suporte ao crescimento dos explantes em condigdes in vitro
(Gamborg; Phillips, 1995). Tais propriedades se refletem na pratica conforme demonstrado por Lemes
et al. (2017), que verificaram melhores resultados no desenvolvimento de amoreira-preta
micropropagada com 20 g L™ de sacarose em biorreatores de imersdo temporaria. Além disso, a
sacarose exerce influéncia sobre o potencial osmético do meio de cultura (Chen; Dribnenki, 2004). O
uso de agentes osmoticos como a sacarose, sorbitol € manitol reduz o potencial hidrico do meio,
limitando a disponibilidade de agua e, consequentemente, restringindo a absorgao de nutrientes e a
atividade metabdlica das células (Huang et al., 2014).

Essa dupla fungdo torna a sacarose um componente fundamental para o controle do
crescimento e desenvolvimento das plantulas em condi¢gdes in vitro, afetando diretamente a
morfofisioldgico das plantulas cultivadas in vitro, bem como dos explantes.

No entanto, a quantidade ideal de carboidratos a ser utilizada nos meios de cultura pode variar
significativamente entre diferentes espécies, o que torna necessario o desenvolvimento de protocolos
especificos e adaptados a cada uma delas (Yaseen et al., 2013). No caso especifico de P. echinata,
sdo escassas as publicagdes cientificas relacionadas ao cultivo in vitro da espécie, e inexistem registros
que abordem os efeitos de diferentes concentragdes de sacarose no meio de cultura associados a sua
germinagao in vitro e estabelecimento inicial das plantulas. Essa lacuna na literatura evidencia a
necessidade e a relevancia do desenvolvimento de estudos voltados a otimizagao de protocolos para
propagacao in vitro da espécie.

Considerando a escassez de estudos sobre o cultivo in vitro de P. echinata e a auséncia de
protocolos que avaliem o efeito de diferentes concentragbes de sacarose na germinagdo e
estabelecimento inicial de plantulas, este trabalho teve como objetivo investigar a germinagéo in vitro
de sementes de P. echinata sob distintas concentragdes de sacarose. Além disso, buscou-se otimizar
o protocolo para o desenvolvimento inicial das plantulas, com foco na obtengéo de individuos aptos a
servir como doadores de explantes em futuras pesquisas de micropropagacao in vitro.

Metodologia

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), campus de Alegre, com o objetivo de avaliar o efeito da sacarose
no estabelecimento inicial de plantulas de Paubrasilia echinata germinadas in vitro. Bagas contendo
sementes foram coletadas oito semanas apoés a floragao e desinfestadas em camara de fluxo laminar,
por meio de lavagem com agua corrente e detergente neutro,enxdgue com agua comum, imersdo em
alcool 70% (v/v) por 1 minuto e posterior tratamento com solucdo de hipoclorito de sodio (2,5%)
contendo 0,5 g L™ de Captan® por 60 minutos. Em seguida, realizaram-se cinco enxagues com agua
de osmose autoclavada. As sementes foram extraidas com utensilios esterilizados e inoculadas
individualmente em tubos de ensaio contendo 10,0 mL de meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962)
(4,4 g L"), suplementado com diferentes concentragées de sacarose (0, 10,0, 20,0, 30,0, 40,0 e 50,0
g L™). O meio foi solidificado com 7,5 g L™ de agar e o pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes da
autoclavagem. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por seis
tratamentos (concentracdes de sacarose) com 30 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um
tubo de ensaio contendo uma plantula (30 plantas por tratamento). Os tubos foram mantidos em sala
de crescimento sob temperatura de 25 * 2 °C, fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro) e irradidncia de
80 pmol m™2 s™', fornecida por duas lampadas fluorescentes (20W, Osram®) e duas fitas LED Grow
Light (comprimentos de onda 665 e 450 nm). Apos 60 dias de incubagéo, foram avaliados o
comprimento da parte aérea e da raiz principal (mm), utilizando paquimetro digital, e o peso fresco das
plantulas, com balanga analitica.

A analise estatistica foi conduzida no software RStudio (versdo 2024.12.1-563). Inicialmente,
verificou-se a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias
pelo teste de Bartlett. Para os dados quantitativos, realizou-se analise de regresséo polinomial em
fungéo das concentragbes de sacarose. Quando ndo foi possivel ajuste significativo, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.
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Resultados

A analise de variancia (ANOVA) revelou diferenga estatistica significativa entre as plantulas de
P. echinata germinadas sob diferentes concentragdes de sacarose (Fig. 1).

Figura 1 - Médias de altura da parte aérea, comprimento da raiz e peso fresco de plantulas de P. echinata,
obtidas a partir de sementes coletadas 8 semanas apds a floragéo e cultivadas por 60 dias em meio de cultura
MS com diferentes concentragdes de sacarose
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Fonte: elaborado pela propria autora (2025). Legenda: Médias seguidas pela mesma letra mindscula n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%).

Para a variavel de comprimento da parte aérea (Fig. 1a) (p < 4.1302e-08) e de raiz (Fig. 1a) (p <
2.086e-05) o efeito foi significativo em funcéo das diferentes concentragcées de sacarose, exceto para
a variavel de peso fresco (Fig. 1b) (p < 0.052584). Observou-se que a concentragdo de 0 mg L' de
sacarose proporcionou a maior altura média da parte aérea (73,89 mm), sendo estatisticamente igual
a concentragdo de 10 mg L' (65,15 mm) e 20 mg L' (69,15 mm). O comprimento da raiz entre os
tratamentos com diferentes concentragdes de sacarose (0, 10, 20, 30, 40 e 50 g L") apresentaram
valores estatisticamente iguais, indicando que essas concentragdes ndo interferiram negativamente no
desenvolvimento radicular.

Por outro lado, o tratamento com 50 mg L' de sacarose resultou no menor comprimento de raiz
(6,72 cm) e foi estatisticamente inferior aos demais.Em relagéo ao peso fresco das plantas, apesar das
variagdes numéricas, os valores entre os tratamentos foram estatisticamente iguais, ndo havendo
diferencga significativa.

A germinagéo in vitro de P. echinata apresentou variagbes significativas conforme a concentragéo
de sacarose utilizada. As plantulas cultivadas sem sacarose ou em baixas concentragdes (Fig. 2)
exibiram maior desenvolvimento, com estruturas bem formadas, enquanto concentragdes mais
elevadas como a de 40 e 50 mg L resultaram em crescimento reduzido, folhas menores e raizes pouco

desenvolvidas, indicando possivel estresse osmético (Figura 2).
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Figura 2. Aspecto morfologicos das plantulas de P. echinata germinadas in vitro apés 60 dias de
incubagdo em meio de cultura MS suplementado com 0, 10, 20, 30, 40 e 50 g-L™" de sacarose. Barra ao lado da

ultima plantula representa escala de 1 cm.
'

Fonte: elaborado pela propria autora (2025).
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Discussao

A sacarose é amplamente utilizada como fonte de carbono nos meios de cultura in vitro,
desempenhando papel fundamental como substrato energético e regulador osmético durante o
desenvolvimento das plantulas (Thorpe et al., 2008). No entanto, sua eficacia estd diretamente
relacionada a concentragao utilizada, visto que concentragdes excessivas podem reduzir o potencial
hidrico do meio, restringindo a absorc¢éo de agua e nutrientes pelas células (Huang et al., 2014; Chen;
Dribnenki, 2004), o que pode acarretar um desenvolvimento inadequado das plantulas, assim como
visto nesse experimento em condigbes mais elevadas de sacarose quando adicionadas ao meio.

Além disso, a quantidade ideal de carboidratos a ser adicionada ao meio de cultura pode variar
significativamente entre diferentes espécies, sendo necessario o desenvolvimento de protocolos
especificos e ajustados as exigéncias fisioldgicas de cada planta (Yassen et al., 2013). Tal variabilidade
reforga a importancia da experimentagéo com diferentes concentragdes, uma vez que o excesso pode
induzir estresse osmotico, afetando negativamente a morfogénese e o desenvolvimento de estruturas
como brotagdes, raizes e folhas (Pepe, 2022).

Espécies da familia Fabaceae apresentaram respostas contrastantes a presenga de sacarose no
meio de cultivo. Em Amburana cearensis, por exemplo, observou-se que concentragdes elevadas de
sacarose reduziram o numero de brotacdes e a massa seca, além de acelerarem a senescéncia foliar
(Alvim et al., 2020). Também foi relatado no estudo de Souza et al. (2020) que altas concentragdes de
sacarose podem impactar negativamente o crescimento, embora a dose ideal varie entre espécie.
Ambos os estudos corroboram com os achados na germinagéo in vitro da espécie em questéo, P.
echinata.

Dessa forma, observa-se que, embora a sacarose seja indispensavel ao crescimento in vitro, sua
concentracdo deve ser cuidadosamente ajustada, pois pode atuar como fator limitante ao
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desenvolvimento vegetal quando aplicada em excesso. E importante destacar que a qualidade
morfofisiolégica dessas plantulas influencia diretamente o sucesso dos protocolos subsequentes de
multiplicagdo in vitro. Plantulas vigorosas, com sistema radicular bem formado e folhas funcionalmente
ativas, tendem a gerar explantes mais responsivos, com maior capacidade de regeneragao e menor
incidéncia de oxidagao ou necrose durante o cultivo.

Conclusao

A concentracdo de sacarose no meio de cultura influenciou significativamente o desenvolvimento
morfofisiolégico das plantulas de P. echinata. As melhores respostas foram observadas nas
concentracgdes de 0, 10 e 20 g/L, que proporcionaram maior comprimento da parte aérea e estruturas
bem formadas. Em contrapartida, concentragdes elevadas (40 e 50 g/L) reduziram o crescimento e
induziram sinais de estresse osmotico.

Portanto, concentragdes mais baixas de sacarose sdo recomendadas para o estabelecimento in
vitro da espécie, contribuindo para protocolos mais eficientes de propagag¢do e conservagao de P.
echinata.
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