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Resumo

Espécies florestais possuem grande valor comercial, contudo, ainda necessitam de estudos que visem o seu estabelecimento in vitro. O sucesso
do cultivo depende diretamente de fatores como a composi¢do do meio nutritivo e o tipo de explante, que determinam a indug@o e o controle
da morfogénese vegetal. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), Picloram
e Thidiazuron (TDZ) na morfogénese in vitro de Dipteryx odorata (Aubl.) Forsyth f. Segmentos cotiledonares e do primeiro par de folhas de
plantulas obtidas in vitro foram inoculados em meio MS, esterilizado quimicamente com Dioxiplus® (ClO,), e suplementado com diferentes
concentragoes (0, 2, 4 ¢ 8 mg L) de 2,4-D, Picloram e TDZ. A porcentagem de indugdo de calos foi avaliada apos 30 (trinta) dias de cultivo,
sendo maior para os segmentos cotiledonares, independentemente do regulador de crescimento utilizado. Em segmentos foliares, a formagio
de calos foi observada na concentragdo de 8 mg L' de 2,4-D, e 4 e 8 mg L' de TDZ. Em segmentos cotiledonares, 2 mg L' de Picloram, e 2 e
8 mg L' de TDZ. Para a espécie D. odorata, os explantes cotiledonares foram mais responsivos a calogénese na presenga dos reguladores de
crescimento Picloram (4 ¢ 8 mg L") ¢ TDZ (2 mg L™).

Palavras-chave: Micropropagacgdo. Calogénese. Morfogénese. Cumaru. Tonka Bean.

Abstract

Forest species have great commercial value, however, many of these species still need studies aimed at their in vitro establishment, in addition,

the success of cultivation depends directly on factors such as the composition of the nutrient medium and the type of explant, and these factors
determine the induction and control of plant morphogenesis. In this sense, this study aimed to evaluate the effect of different concentrations of
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D), Picloram, and Thidiazuron (TDZ) on the in vitro morphogenesis of Dipteryx odorata (Aubl.) Forsyth
1. Cotyledonary segments and the first pair of leaves from seedlings obtained in vitro were inoculated in MS medium, chemically sterilized with
Dioxiplus® (CIO,), and supplemented with different concentrations (0, 2, 4, and 8 mg L) of 2.4 -D, Picloram, and TDZ. The percentage of
callus induction was evaluated after 28 days of cultivation, being higher for the cotyledonary segments regardless of the growth regulator used.

In leaf segments, callus formation was observed at the concentration of 8 mg L' of 2,4-D, and 4 and 8 mg L™ of TDZ. In cotyledonary segments,

2 mg L of Picloram, and 2 and 8 mg L' of TDZ. For the D. odorata species, the cotyledonary explants were more responsive to callogenesis,

and the growth regulators Picloram (4 ¢ 8 mg L") and TDZ (2 mg L) were more efficient.

Keywords: Micropropagation. Callogenesis. Morphogenesis. Cumaru. Tonka Bean.

1 Introducio

O bioma Amazbnico ¢ conhecido por seu tamanho,
diversidade de fauna e flora, importancia ecologica e economica,
sendo uma grande fonte de renda na Regido Norte, tanto pelo
extrativismo, como pela extra¢ao de madeiras (Reis et al., 2019).
Neste contexto, as espécies florestais possuem uma grande
parcela sob a dinamicidade econdmica, em fungao da diversidade
de produtos passiveis de exploracdo (Studart-Guimaraes et al.,
2003). De acordo com dados do boletim IMAFLORA (Andrade
et al., 2022a), mais de 50% do volume de madeira em tora
retirado, anualmente, das florestas naturais da Amazonia estdo
restritos em um conjunto de 15-20 espécies florestais.

Entre as espécies florestais amazdnicas que se destacam
pelo seu potencial econdmico, se tem Dipteryx odorata (Aubl.)
Forsyth f., conhecida popularmente como cumaru, baunilha
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da Amazonia ou tonka bean (sua denominacdo em inglés)
(Carvalho, 2023; Moraes; Heron; Silva, 2022). Esta espécie tem
sido frequentemente encontrada nas Regides Norte (quase em
todas as matas de terra firme do Pard), Nordeste e Centro-Oeste,
bem como nos paises vizinhos: Guiana, Venezuela, Colombia,
Bolivia, Peru e Suriname (Carvalho; Lima; Cardoso, 2023).
Suas sementes possuem alto valor econdmico no mercado
(Fetzer et al., 2021), pois s@o ricas em cumarina (Garg et al.,
2020), substancia responsavel por apresentar propriedades
antioxidantes, anticoagulantes, anti-inflamatorias, diaforéticas
e antibacterianas. Essas propriedades contribuem para o uso das
sementes de D. odorata na indtstria farmacéutica, na culinaria
requintada, e como aromatizante, principalmente, em fungo
de seu potencial como fixador de esséncias (Moraes; Heron;
Silva, 2022; Pesce, 2009). Sua madeira ¢ altamente duravel e
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resistente a rachaduras, quando exposta a luz solar, por isso ¢
bastante utilizada em construgdes (Oliveira, 2016).

Em decorréncia das diversas atribui¢des econémicas para
esta espécie, D. odorata vem passando por um processo de
maior comercializagdo, principalmente, no setor florestal
madeireiro (Andrade et al., 2022a; Coradin; Camillo; Vieira,
2022). Dados publicados pelo IMAFLORA (Andrade et al.,
2022b) demonstram que ¢ uma das 10 (dez) espécies mais
comercializadas da Amazonia brasileira no periodo de 2019-20
e ¢ reportada no relatorio como uma espécie ecologicamente
sensivel no manejo florestal, em fun¢o de grandes dificuldades
em retornar aos estoques iniciais disponiveis na floresta,
exigindo medidas de conservag@o em longo prazo.

O cultivo in vitro de plantas € uma ferramenta biotecnologica
para a produgdo de plantas elite livres de contaminagdo,
cultivadas em condigdes controladas de luz, nutrientes e
temperatura (Carvalho; Rodrigues; Santos, 2016; Philips;
Garda, 2019; Rajewski et al., 2019). Por meio de técnicas de
micropropagacdo, a reproducdo de plantas pode ser obtida, a
partir de diferentes explantes por organogénese e embriogénese
somatica, viabilizando a propagagdo de espécies florestais, a
exemplo dos estudos conduzidos por Almeida, Silva e Cunha
(2020), Di-Gaudio et al. (2020), Kong et al. (2009), Mendonga
et al. (2020), Silveira, Silva e Sibov (2022) e Afonso et al.
(2020). Além disso, pode ser utilizada para a producdo de
metabdlitos secundarios in vitro como relatado em Bano ez al.
(2022), Khalifa ez al. (2022) e Jaiswal et al. (2022).

Neste contexto, a calogénese ¢ uma via promissora para
a produgdo mais eficiente e sustentavel desses metabdlitos de
interesse, em comparacdo com o cultivo convencional (Souza
et al., 2018; Ozyigit et al., 2023). Essa técnica biotecnologica
tem beneficiado a industria farmacéutica e de produtos naturais,
por meio da inducdo de calos em diferentes tipos de explantes,
podendo ser uma alternativa para a produ¢do de cumarina,
principal constituinte de D. odorata, que estd presente
nas sementes ¢ em toda extensdo da planta, e que possui
diversas atividades, tais como anticoagulantes, anticancer,
antineurodegenerativos, antioxidantes, entre outros (Franco et
al., 2021; Silva et al., 2021; Sousa et al., 2022).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito de diferentes concentragdes de 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), Picloram e Thidiazuron (TDZ) na calogénese in vitro
de Dipteryx odorata.

2 Material e Métodos

Frutos frescos de cumaru (Figura 1) foram coletados em
um fragmento de floresta localizado no municipio de Vitoria
do Xingu, Para (03°10°47,40” S e 51°58°00,76” W). No
Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas (Departamento
de Biologia — Universidade Federal de Lavras), os tegumentos
foram retirados e as sementes foram desinfestadas em alcool
(70%) por um minuto, em seguida, com hipoclorito de
sodio (2%) por quinze minutos e lavadas trés vezes com
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agua destilada autoclavada. Para a obtencdo de explantes, as
sementes foram inoculadas em meio MS (Murashige; Skoog,
1962) com metade da concentracdo de sais, solidificado com
2,5 g L' de Phytagel®, esterilizado quimicamente com adigdo
de 2 mL L' de Dioxiplus® (ClO,), dispensando o processo de
autoclavagem, e o pH ajustado para 5,8.

Figura 1 - Dipteryx odorata. A: Arvore de cumaru. B: Fruto e

A

Fonte: os autores.

As plantulas se desenvolveram por 20 (vinte) dias (Figura
2A) até o momento da indugdo dos calos. Segmentos do primeiro
par de folhas (Figura 2B) emitido e dos cotilédones (Figura
2C) foram coletados e inoculados em meio MS, suplementado
com 30 g L' de sacarose, e solidificado e esterilizado, como
citado anteriormente, contendo 2,4-D, Picloram e¢ TDZ, nas
concentragdes de 0, 2, 4 ¢ 8 mg L, os explantes possuiam
em torno de 2x2cm?. Foram feitas seis repeti¢des para cada
regulador de crescimento, em cada concentragao testada, sendo
que cada repeti¢do consistiu em uma placa de Petri contendo
quatro explantes. Apds a inoculacdo, as placas foram levadas
para sala de crescimento, no escuro, a 25 °C +2. Ao final de 30
(trinta) dias foi avaliada a ocorréncia de calos.

Figura 2 - Aspectos da plantula in vitro de Dipteryx odorata. A:
Plantula germinada. B: Segmento foliar. C: Segmento cotiledonar

Fonte: os autores.
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Os dados foram submetidos a analise de normalidade e
homogeneidade (Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente), e
foram submetidos a analise ndo paramétrica Kruskal-Wallis.
Para a comparacdo entre as médias dos tratamentos foram
utilizados os testes de Dunnett e de Bonferroni a posteriori
(P<0,05). Todas as analises foram realizadas no software R,
com a adigdo dos pacotes Dplyr e Rstatix (R Core Team,
2023).

3 Resultados e Discussao

Os resultados evidenciaram diferengas significativas
(P<0,05) entre os tratamentos, quando comparados entre si,
como pode ser observado no Quadro 1. Explantes cultivados
na auséncia de reguladores de crescimento ndo induziram
calos (Figura 3A e B). De forma geral, os calos obtidos para os
explantes foliares (3C, E, G) apresentaram crescimento radial
ou longitudinal ao peciolo, e os cotiledonares (3D, F H) na
area de incisdo. Tanto os calos de explantes foliares quanto
os cotiledonares apresentavam aspecto compacto, de cor
translicida, amarelo claro ou esbranquigada, caracteristicas de
calos ndo embriogénicos. Apesar de estudar a mesma espécie,

Sampaio et al. (2018) encontraram para segmentos adventicios
de hipocétilo e epicétilo calos friaveis, translicido amarelo
claro a marrom claro, com pequenas manchas esverdeadas,
caracteristicas que indicam calos embriogénicos.

Quadro 1 - Efeito de reguladores de crescimento na indugio de
calos em segmentos de folhas e cotilédones de Dipteryx odorata

Regulador Concentragio % de induciio de calos
(mg L") Folha Cotilédone
0 0%"° 4%¢°
2 0%° 8% b
24D 4 0%>" 13%"
8 8% ® 25%
0 0%"° 4%¢°
Picloram 2 42%: 5%
4 8% = 79%*
8 13%® 71%®
0 0%"° 4%¢°
2 8% 71%®
bz 4 29% 13%%
8 21%® 58%"°

*Medias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si
na coluna, pelo teste de Dunnett e de Bonferroni a 5% de probabilidade.
Fonte: dados da pesquisa.

Figura 3 - Presenca de calos em segmentos de folhas e cotilédones de Dipteryx odorata. A, C, E e G: Segmentos de folhas. B, D, F e
H: Segmentos de cotilédones. A e B: Explantes sem reguladores de crescimento. C e D: Explantes inoculados em meio contendo 2,4-D.
E e F: Explantes inoculados em meio contendo Picloran. G e H: Explantes inoculados em meio contendo Thidiazuron

Legenda - Barras = 2cm.
Fonte: dados da pesquisa.

Para todos os reguladores testados, independente
da concentragdo, os cotilédones apresentaram maiores
porcentagens de indugdo de calos que os segmentos de
folhas. Para espécies do género Pterocarpus (Fabaceae),
Chakraborty et al. (2022) e Jaiswal et al. (2022) obtiveram
95 e 62% de inducao de calos com segmentos de cotilédones
usando diferentes concentragdes de 2,4-D como regulador
de crescimento, corroborando com o uso destes explantes na
regeneragao de espécies da familia.

O 2,4-D induziu a formacdo de calos em segmentos
de folhas apenas na dose de 8 mg L' (Figura 3C) para
os segmentos de cotilédones esse induziu até na menor

concentragdo, porém nao houve diferenga estatistica entre
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as doses testadas, sendo a maior média (25%) na maior dose
(Figura 3D). A presenca ou auséncia de luz pode ser um fator
modulador da formagao de calos por 2,4-D. Lara et al. (2022)
obtiveram porcentagens de indugdo superiores a 70% com
segmentos de folha em Senna alata (Fabaceae) cultivados sob
luz branca ou LEDs coloridos com doses de 2,22 a 8,84 mg L™
do regulador. Por outro lado, Castro ef al. (2018) encontraram
respostas variaveis de promog¢ao ou inibi¢cdo da calogénese
com 2,4-D em segmentos foliares de Bauhinia holophylla
(Fabaceae) variando doses, luminosidade e meio de cultivo.
A adi¢do de Picloram ao meio na concentragdo de 2 mg

L' induziu a maior porcentagem de calos nos segmentos de
folha encontrados neste trabalho (42%, Figura 3E). Ja para
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os segmentos de cotilédone, ndo houve diferenca estatistica
entre as doses testadas, obtendo-se de 71-79% de indugao de
calos (Figura 3F), Moura ef al. (2017) ao testarem diferentes
concentragdes do mesmo regular em cotilédones de Eucalyptus
grandis x E. urohylla, obtiveram resultados semelhantes as
concentragdes testadas, que resultaram em calogénese entre
90% a 100%.

O TDZ nas doses 4 ¢ 8 mg L' induziu 21 e 29% de
formacao de calos em segmentos de folhas, respectivamente
(Figura 3G). Por outro lado, nos segmentos de cotilédones,
o TDZ induziu a calogénese com 2 ¢ 8 mg L' (58 ¢ 71%,
respectivamente; Figura 2H), porém inibiu o processo com
4 mg L. Sampaio et al. (2018) observaram que quando as
doses de TDZ foram aumentadas, isso resultou em aumento
do ntimero médio de calos formados em segmentos de
hipocoétilo e epicotilo de mudas provenientes de embrides de
cumaru cultivados in vitro.

4 Conclusio

A maior indugdo de calos foi observada em explantes
cotiledonares cultivados em meio suplementado com
Picloram (4 e 8 mg L") e TDZ (2 mg L"). Esses resultados
evidenciam a importancia de considerar a variabilidade entre
os explantes e os ajustes das concentragdes de reguladores
de crescimento. Essas informagdes sdo muito importantes
para o desenvolvimento de protocolos para a propagagdo e
conservagdo de D. odorata, uma espécie de grande importancia
econdmica e ecologica.
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