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Resumo

A pesquisa investigou como diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento BAP (6-
benzilaminopurina) ¢ ANA (4cido naftalenoacético) afectam a formacgdo de callus e a
regeneragdo de embrides somaticos em explantes de embrides de Millettia stuhlmannii Taub.,
uma madereira importante conhecida como jambire. Este estudo visa contribuir para o
reflorestamento, considerando o abate massivo da espécie e as mudangas climaticas. O
objectivo geral foi avaliar o impacto de diferentes concentracdes de BAP e ANA na formagao
de callus e na inducdo de embrides somaticos em Millettia stuhlmannii Taub. Especificamente,
procurou-se identificar o tempo necessdrio para a formagdo de callus e sua morfologia,
comparar a eficacia das diferentes concentragdes de reguladores de crescimento na formagao
de callus. Embrides de Millettia stuhlmannii Taub. foram excisados de sementes e inoculados
em meios de cultivo contendo varias combinagdes e concentragdes de BAP e ANA, variando
de 0.5 a 2.0 mg/L para BAP e de 1.0 a 3.0 mg/L para ANA, em ambiente escuro a 24°C. O
desenvolvimento do callus e a formagdo de embrides somaticos foram monitorados por 8
semanas. As combinagdes especificas de BAP e ANA foram eficazes na indugdo de callus e
embrides somaticos. O callus embriogénico comegou a se formar na terceira semana,
apresentando colora¢do amarela, transparente e uma textura compacta e fridvel. A presenga de
contaminacdo afectou a formacgao de callus e embrides e os explantes. Os reguladores BAP e
ANA demonstraram eficacia na formagao de callus e embrides somaticos, embora o balanco
entre eles ndo tenha mostrado diferenca significativa, demonstrando que embrides desta espécie
sd0 bons explantes e que os reguladores sdo adequados para a formacao de callus e embrides
somaticos. Estes resultados contribuem para o estabelecimento de protocolos de cultivo in vitro
para callus e facilitar a propagacdo e conservagdo da espécie.

Palavras-chave: conservacdo, cultivo in vitro, madeireira, Millettia stuhlmannii,

reflorestamento, regeneragao.
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1. Introducio

Millettia stuhlmannii Taub. (Jambirre) ¢ uma espécie de arvore de porte elevado,
alcangando até cerca de 35 metros de altura. Pode ser encontrada em florestas do sul da
Tanzania, Zimbabué e Mogambique. E muito apreciada pela sua madeira de qualidade e
resistente (Hyde et al., 2024; Louppe, 2008). Pelo facto de ser uma das principais arvores
madeireiras exploradas em Mogambique, o seu nimero tem reduzido significativamente
(Magalhées, 2014). E uma das espécies madeireiras em Mogambique com maior indice
de valor de combustivel (Cuvilas et al., 2014), sendo localmente utilizada como fonte de

lenha (Bruschi et al., 2014).

A propagacdo por sementes ¢ o método mais utilizado para propagacido das espécies
lenhosas (Winkelmann, 2013). Este processo consiste na germinacdo que inicia com a
embebicao da semente e termina com a emergéncia da radicula (Han e Yang, 2015). Em
contrapartida a cultura de tecidos vegetais ¢ uma das tecnologias de regeneracdo mais
usadas, baseando-se na embriogénese somatica e organogénese de novo. A embriogénese
somatica pode ser directa, quando ¢ feita a partir de células somaticas, ou indirecta,
quando ¢ primeiro realizada a etapa de formagdo de callus embrionarios (Long et al.,

2022).

Callus corresponde a uma massa celular desorganizada que surge em resposta a estimulos
bioticos e abioticos (Ikeuchi et al., 2013). Para que essa massa celular se forme, varias
partes da planta podem ser utilizadas como folhas, caules, raizes, flores e sementes,
importando a idade da planta, na altura em que se extrai o explante, e a espécie vegetal

(Bathia, 2015).

Os factores que contribuem para a formagdo de callus variam de espécie para espécie
(Efferth, 2019; Park, 2021). O callus geralmente ¢ formado a uma temperatura de cerca
25° C, havendo espécies que necessitam de uma condi¢do completa de escuro, enquanto
outras requerem um fotoperiodo especifico. Varidveis como o pH do meio, o tipo de meio
de nutritivo, e por vezes reguladores de crescimento sdo também fundamentais (Efferth,

2019).

A combinacdo de concentracdes de reguladores de crescimento, como auxina e
citoquinina, tem a capacidade de induzir a formacdo de callus (Ikeuchi et al., 2013;

Sudheer et al., 2022). Dentre os reguladores de crescimento comumente usados na cultura



in vitro de espécies lenhosas, destacam-se o acido naftaleno acético (ANA) e o 6-
benzilaminopurina (BAP) que sdo os preferenciais para estudos com esse grupo de plantas

(Jayusman et al., 2022).

Uma vez formados, o callus pode ser utilizado para regenerar plantulas inteiras, sendo
uma fonte de células para a producdo massiva de plantas (Kyte et al., 2013) e também
células que sdo usadas para produgdo de metabolitos secundarios e plantas geneticamente

modificadas para varios fins (Efferth, 2019).

No geral, a propagacdo de espécies lenhosas, usando a técnica de cultura de tecidos, tem
tido um desenvolvimento lento devido & varios desafios fisiologicos, embora alguns

protocolos tém estado a ser estabelecidos especificos para a espécie (McCown, 2021).

O presente trabalho tem como finalidade avaliar o efeito da combinagao de BAP e ANA,

na indugdo de callus a partir de embrides zigbdticos de M. stuhlmannii.

1.1. Problema

O numero de plantas nativas tem vindo a reduzir devido ao desflorestamento. Em
Mogambique, algumas dessas espécies ja chegaram ao nivel de serem consideradas em
vias de extin¢do, o que leva aos especialistas a buscar estratégias para reduzir esse

fenomeno (MITADER, 2018b, Odorico et al., 2022).

A demanda dos mercados nacionais e internacionais pela madeira M. stuhlmannii, nos
ultimos anos, fez com que o nivel de exploracdo anual permitido, ou corte anual
admissivel por lei reduzisse em mais de 50%, de modo a manter o uso sustentdvel da

espécie (MITADER, 2018a).

Em parte, isto deve-se ao facto de que cerca de 85% do uso nacional da madeira cingir-

se apenas a trés espécies, sendo a M. stuhlmannii uma delas (Magalhaes, 2014).

A planta de M. stuhlmannii, para atingir o diametro minimo de corte, necessita de cerca
de 60 a 70 anos (Hofigo, 2021). Isto indica que sdo necessarias varias décadas para que
se volte a usar os recursos que esta espécie pode oferecer, isso se 0 Homem pautar pela

recuperagdo destes recursos, algo que ndo ¢ frequente.

O alto nivel de desflorestamento e a baixa reposi¢ao desta espécie surge como um
catalisador para a reducdo do niimero populacional desta espécie. Embora a cultura de

tecidos vegetais seja uma alternativa de relevo, pois permite produzir alto nimero de

2



mudas viaveis em curto espago de tempo (Hussain ef al., 2012), ainda ndo existem
protocolos que permitem a propagacdo dessa espécie in vitro. A necessidade de criar um
protocolo para a micropropagagdo desta espécie, inquieta, por isso, se levanta a seguinte

questao de partida:

e Qual ¢ o efeito do balanco de concentragao de BAP ¢ ANA na indugao de callus
a partir de embrides zigéticos Millettia stuhlmannii Taub. (Jambire) como

explante?
1.2. Justificativa

A érea florestal global corresponde a cerca de 4,06 bilhdes de hectares (FAO, 2020). A
perda liquida de florestas anual no mundo foi de cerca de 4.7 milhdes de hectares entre
2010 —2020, sendo Africa o continente com maior taxa anual de perda liquida de florestas
com 3.9 milhdes de hectares no mesmo periodo, tendo um aumento progressivo ao longo
dos anos (FAO, 2020; FAO 2022). Mogambique possui cerca de 34 milhdes de hectares
de area florestal, sendo registada uma taxa anual de perda liquida de quase 267 mil

hectares entre os anos de 2003 ¢ 2013 (MITADER, 2018b).

A agricultura e o consumo de combustiveis lenhosos constituem os principais factores
que contribuem para o desflorestamento em Mocambique. Outros aspectos como o
aumento demografico, a urbanizagao e desenvolvimento econémico também fazem parte

da lista (Joaquim-Meque et al., 2023, MITADER, 2018b; Mabilana, 2019).

Esse desflorestamento faz com que parte do patrimonio florestal e da biodiversidade da
floral nacional, em geral, se perca. Com isso, cerca de 119 espécies de flora mogcambicana

de plantas vasculares ja se encontram em perigo de extingdo (Odorico et al., 2022).

Importa sublinhar, também, que a extragdo de madeira em Mogambique ultrapassa os
limites permitidos estabelecidos por lei, sendo a maior parte realizada de forma ilegal e
ndo registada, resultando em uma subestimacao significativa do volume real de madeira

extraida (Magalhaes, 2014).

Este facto contribui para que haja uma enorme redugdo no numero populacional das
espécies madeireiras nativas, sem a actual nocdo da situacdo das mesmas. O que exige

que surjam planos para minimizar os danos que essas actividades geram.



Para além das legislagdes e limitacdes relativas a concessdes para a exploragdo desses
recursos, uma das estratégias a adoptar ¢ o reflorestamento. A recuperagdo desse
patrimdnio florestal ndo sé ird evitar que essas espécies fiquem extintas, mas também

permitira que sejam extraidos beneficios destes recursos florestais.

Relativamente a propagagdo dessas espécies, uma técnica apresenta-se como a ideal, que
¢ a cultura de tecidos, que se mostra vantajosa em relacdo a propagacdo convencional por
semente, pois permite a obtengdo rapida de mudas de alta qualidade e melhoradas (Chang

et al., 2019; Hussain et al., 2012).

No entanto, sdo escassos 0s protocolos, o que torna a técnica dificil de aplicar. A
especificidade da metodologia ao restringir-se apenas a um grupo de espécies, se ndo uma
unica espécie, faz com que haja a necessidade de se realizar mais investigagdes focando

em determinadas espécies de interesse.

Havendo poucas pesquisas relacionadas a cultura de tecidos de espécies lenhosas, e quase
nenhuma que envolva as espécies nativas de Mogambique, ¢ importante que se realize
este estudo. A execug¢do da investigacdo facultarda dados que irdo permitir o
estabelecimento de culturas de callus que poderdo possibilitar a regeneragdo da espécie,

assim como a aplica¢do noutros processos biotecnologicos.

Os resultados desta pesquisa poderdo, ainda, servir de base para a realizacdo de outros
estudos que facam uso da técnica de cultura de tecidos em espécies lenhosas nativas.
Dessa forma, este estudo constitui um contributo relevante para a o conhecimento
cientifico da técnica de cultura de tecidos com a M. stuhlmannii, possibilitando sua
propagacdo massiva e apresentando-se como uma proposta vidvel para a degradacdo

florestal existente em Mogambique.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Millettia stulhmannii Taub.

A Millettia stulhmannii Taub. ¢ uma espécie de porte arboreo que pertence a familia
Fabaceae, subfamilia Papilionoideae (Hyde et al., 2024; Palgrave et al., 2002). Ela ocorre
em florestas caducifolias de altitude até 900 metros, desenvolvendo-se melhor em regides
com pluviosidade elevada e ribeirinhas. A sua distribuicdo ¢ restrita as regides do
Zimbabué, Tanzania e Mocambique (Louppe, 2008; Mtshali e Mathalauga, 2023;

Palgrave et al., 2002).

A espécie apresenta porte de volume médio e coroa espalhada, atingindo até 35 metros
de altura. O tronco, que pode ser recto ou torto, atinge um didmetro de até 150 cm, e a
casca possui uma coloracdo amarela ou cinza esverdeada (figura 1A) (Louppe, 2008;

Palgrave et al., 2002).

Figura 1: Aspectos morfologicos da M. stulhmannii. A, arvore adulta. B, folhas. C, Fruto
(vagem). Fonte: Autor (2024).

As folhas sdo grandes, verdes e caducifélias, com padrio alternado e composto,
apresentando entre 7 - 9 pares de foliolos de tamanhos variados (figura 1B). As flores sao

bisesexuais, com pedicelos de até 9 melimetros e duas bractéolas no apice, atingindo 13



melimetros de comprimento. Tém formato de ervilha e coloragdo lilés, e surgem no inicio
da estag@o chuvosa, de Novembro a Janeiro (Louppe, 2008; Mtshali e Mathalauga, 2023;
Palgrave et al., 2002).

O fruto ¢ uma vagem achatada e oblanceolada, linear e plana, com cerca de 25 cm de
comprimento, com coloragdo castanha-amarelada e parede rigida. E deiscentes e contém
6 a 8 sementes (figura 1C) (Louppe, 2008; Palgrave et al., 2002). As sementes sdo
achatas, lisas e ovdides com um pequeno arilo na base, e possuem coloragdo castanha

(Louppe, 2008).

As raizes sdo utilizadas tradicionalmente para o tratamento de doengas estomacais;
contudo, ¢ a madeira que se destaca pelo seu valor utilitdrio. Esta madeira ¢ castanha
escura ou quase preta, de granulacdo fina, bastante duravel e resistente a fungos. Em
Mogcambique, ¢ considerada de madeira de primeira classe e valorizada tanto no mercado
nacional e internacional, com multiplas aplicagdes na industria de transformacao (Fern,

2024; Louppe, 2008; MITADER, 2018a; Palgrave et al., 2002).

A populacao de M. stulhmannii tem vindo a decrescer nos tltimos anos, em Mogambique,
devido a actividades antropogénicas assim com sob exploracao e o abate ilegal, levando

a recomendag¢do de medidas com vista a preservacao da espécie (MITADER, 2018a).

2.2. Cultura de Tecidos

2.2.1. Aspectos gerais da cultura de tecidos

A cultura de tecido vegetal constitui uma técnica baseada no cultivo in vitro de 6rgaos ou
células vegetais em meio de cultura, sob condigdes assépticas e ambiente controlado
(Thorpe, 2006). Esta técnica baseia-se no principio da totipoténcia, que ¢ a capacidade
que as cé¢lulas vegetais tém de gerar uma nova planta a partir de células somaticas, por

reprogramagdo ou desdiferenciacdo destas em células totipotentes (Su et al., 2021).

O pedaco de tecido vegetal inserido no meio de cultura ¢ designado por explante e pode
ser constituido por folhas, flores, caules, hipocétilos, cotilédones, embrides ou outras
partes da planta (Park, 2021). Durante processos de regeneragdo, estas células vegetais,
quando expostas a certas condigdes, passam por uma transformagdo que as leva a um

estado semelhante ao das células-tronco tornando-se mais jovem e pluripotente, por um



processo conhecido como desdiferenciagdo (Grafi, 2004; Grafi e Barak, 2015; Sugiyama,

2015).

Essa capacidade totipotente e pluripotente surge devido a exposi¢do a factores como a
lesdao do explante, reguladores de crescimento e estimulos ambientais que por meio da
influéncia em certas vias de sinalizacdo das plantas tendem a ditar a capacidade

regeneragdo (Bidabadi e Jain, 2020; Xu e Hu, 2020).

Deste modo, a composicao do meio de cultura e as condigdes ambientais podem exercer
um stress que, além de influenciar a resposta fisioldgica natural da planta, afecta
elementos epigenéticos da espécie, impactando o resultado do experimento in vitro

(Bednarek e Ortowska, 2020; Us-Camas et al., 2014).

A cultura de tecidos ¢ uma técnica valiosa para a micropropagacdo de plantas,
especialmente as recalcitrantes aos métodos de propagacdo convencionais (Hernandez-
Garcia et al., 2021; Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo, 2018; Upadhyay et al., 2015). Além
disso, esta técnica tem sido empregada noutras areas como a engenharia genética para o
desenvolvimento de cultivares com caracteristicas desejadas (Van Eck et al., 2019), a
producdo de compostos bioactivos em grande escala (Espinosa-Leal ef al., 2018; Wang

et al.,2017) e a conservagdo de germoplasma (Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo, 2018).

2.2.2. Meio de cultura

O meio de cultura ¢ o substrato onde o explante ¢ colocado e a sua composi¢do,
geralmente, compreende uma fonte de carbono, vitaminas, aminodcidos, nutrientes,
reguladores de crescimento, agentes gelificantes e agua, podendo também ser sujeitos a

adi¢do de antimicrobianos (Gamborg et al., 1976; Park, 2021).

A quantidade de agentes gelificantes como Agar ou Gellan gum, assim como seus
derivados em sua composicao ¢ que determinam se o meio serd liquido, semissolido ou
solido. A escolha de um ou de outro varia e pode influenciar o resultado da experiéncia

(Kagar et al., 2010; Mohamed et al., 2021; Palanyandy et al., 2020).

O meio de cultura ¢ onde o explante ou a planta encontra todas as substancias necessarias
para o seu desenvolvimento in vitro. Dependendo de diversos factores, existem varios

meios basais que podem ser utilizados como pontos de partida na optimizagdo de



protocolos como Murashige-Skoog medium, Wood Plant Medium ¢ DKW medium

(Philips e Garda, 2019).

Um dos meios mais utilizados ¢ o meio Murashige - Skoog (MS), e sua composi¢ao
compreende uma concentracdo especifica de micronutrientes, macronutrientes e alguns
compostos organicos (Murashige e Skoog, 1962). Varias modificacdes tem sido feitas
desde o seu estabelecimento através a reducdo ou adicdo de certos constituintes para
acomodar a certas necessidades (Chandrasekhar et al., 2005; Dalton, 2020; Ozias-Akins,
1989; Zhou et al., 2023).

Dentre os elementos adicionados ao meio de cultura basal, destacam-se os reguladores de
crescimento que actuam como estimuladores de resposta morfogénica dos explantes. O
tipo e quantidade desses reguladores no meio varia dependendo da etapa e do objectivo
que se pretende atingir em varios protocolos de cultura in vitro (Huang et al., 2017; Kok

etal.,2017; Zhang et al., 2019).

2.2.3. Reguladores de crescimento

Reguladores de crescimento, também designadas hormonas vegetais, sdo definidos como
substancias que, em baixas concentragdes, em actividades de metabolismo e fisiologia da
planta, podendo ser de origem natural ou sintética (Bhatla e Lal, 2023; Vieira et al., 2010).
Sdo caracterizados pela capacidade de influenciar uma resposta fisiolégica podendo
estimular, inibir ou modificar o crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo
também influenciado por aspectos genéticos das espécies e factores abidticos onde o

mesmo se encontra (Vieira et al., 2010).

O ramo da acg¢do dos reguladores de crescimento vegetais pode ser directa ou indirecta
pela interagdo com outras hormonas ou com outros factores ambientais, servindo como
mensageiros quimicos, estimulando ou reprimindo genes especificos (Raven et al., 2013).
Essas substancias incluem os grupos das citocininas, auxinas, giberelinas, etileno e

brassinoteroides (Bhatla ¢ Lal, 2023; Vieira et al., 2010).

A auxina ¢ uma hormona de crescimento cuja principal fungdo é o alongamento e
incremento do volume celular (Normanly ef al., 2010). Na planta, esta envolvida em
processos relacionados com a formagao de raizes secundarias, a diferenciacdo vascular, a

formagao de brotos axilares, flores e frutos (Hopkins e Huner, 2008; Raven et al., 2013).



O 4cido indolacético (AIA) e o acido indol-3-butirico (AIB) sdo as auxinas naturais que
ocorrem mais em plantas (Gomes ef al., 2021). Dentre as auxinas sintéticas destacam-se
o ANA e oacido 24-diclorofenoxiacético (2,4 D) que tém vdrias aplicacdes

biotecnoldgicas (Raven et al., 2013).

O ANA ¢ comumente utilizado em cultura de tecidos para a indugdo de raizes (Kentelky
et al., 2021; Samim et al., 2021). Outros usos envolvem a indugdo a formagao de callus
e embrides somaticos. O ANA ¢ usado de maneira singular ou em conjunto com outras
auxinas e citocininas para a estimular a morfogénese vegetal (Wu et al., 2020; Xu et al.,

2020).

A citocinina ¢ uma hormona de crescimento cuja fungdo fundamental ¢ a estimulagdo da
divisdo celular (Hopkins e Huner, 2008). As citocininas estdo associadas em processos
relacionados com a formacao de 4pices e reduzem a senescéncia nas plantas (Hopkins e

Huner, 2008; Salisbury e Ross, 1992).

A citocinina natural mais comum ¢ a Zeatina (Le Bris, 2017), sendo a BAP e a Cinetina

as citocininas sintéticas mais utilizadas (Raven et al., 2013).

A BAP ¢ geralmente adicionada ao meio de cultura, de maneira isolada ou em conjunto
com outros reguladores de crescimento, com o proposito de estimular a formagdo de
apices (Kharel ef al., 2022; Ling et al., 2018), assim como o0s processos de embriogénese

somatica e calogénese (Chakraborty et al., 2022; Nordine et al., 2014).

A presenca de auxinas e citocininas em quantidades quase similares no meio de cultura
suscitam a formacao do callus, sendo que quando ha maior presenca de auxina em relagdo
a citocininas resulta a forma¢ao de raizes, ¢ o contrario induz a formacao de apices

(Hopkins e Huner, 2008; Ikeuchi et al., 2013).

As combinagdes das hormonas auxina e citocinina ¢ que dita o caminho de morfogénese
que a espécie ird seguir, sendo especifica para a espécie e o explante a utilizar (Akinropo

et al., 2020; Gao et al., 2020).



2.3. Regeneracio in vitro

2.3.1. Organogénese

A organogénese, em cultura de tecidos, corresponde ao processo de formacao de novos
orgdos vegetais como os apices e as raizes (Davey, 2017). Ela ¢ realizada frequentemente
tendo embrides zigdticos ou plantulas como explante inicial, tornando-se mais dificil com

arvores mais velhas (Munoz-Concha, 2017).

A presenca de reguladores de crescimento € o principal factor que induz o processo de
organogénese em cultura de tecidos (Venkataiah et al., 2016; Zhang et al., 2019). O
processo de organogénese pode ocorrer de forma directa, sem a formagao de callus, ou
de forma indirecta, quando hé a formacdo de callus antes do desenvolvimento de novos

orgdos (figura 2B) (Costa et al., 2019; Yu et al., 2021).

A Embriogénese Somatica

QL
Directa @

Explante foliar Célula somatica Embrido somético Plantula
i
s v’
Indirecta
Embrido Callus Embrido Indugio Inducio
imaturo embriogénico somatico de apices de raizes

B Organogénese

Directa l I: I:

Meristema Indugao Indugao
preexistente de apices de raizes
V¢
Indirecta 2 '
Explante foliar Callus Indugdo Indugio
pluripotente de apices de raizes

Figura 2: Embriogénese somatica e organogése em cultura de tecidos. A, Embriogénese somatica

directa e indirecta. B, Organogénese directa e indirecta. Fonte: Adaptado de Long et al., 2022.

A organogénese ¢ fundamental para a regeneracdo in vitro, servindo de base para a
producdo de novas plantas inteiras através da micropropagagdo, sendo possivel obter

varias mudas a partir de um tnico explante (Canhoto, 2010).
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2.3.2. Embriogénese Somatica

Embriogénese somatica corresponde ao processo pelo qual os embrides sdo formados a
partir de células somaticas (Canhoto, 2010). Os embrides somaticos diferem dos embrides
zigdticos em sua origem, pois os primeiros derivam de células somaticas, enquanto os

zigbticos resultam da fusdo de gametas (Bhatia, 2015).

A formagdo de embrides somaticos ndo ¢ natural e acontece mediante alguma estimulacdo
como a adi¢do de reguladores de crescimento vegetais (Gao et al., 2020; Hou et al., 2015),
o stress e outros componentes do meio de cultura (Ikeda-Iwai et al., 2003; Lema-

Ruminska et al., 2013; Meneses et al., 2005).

O uso de explantes jovens, principalmente embrides zigdticos, € preferencial para a
embriogénese somatica, sendo os explantes mais adultos mais resistentes a inducgdo
(George et al., 2007; Guan et al., 2016). O tamanho do explante e o gendtipo da planta
também sdo factores que pode podem interferir no sucesso ou ndo do processo (Singh e

Kumari, 2015; Gulzar et al., 2020).

O processo de embriogénese somatica pode ser realizado de maneira directa, sem a
intervencao de callus ou de maneira indirecta passando pela formagado de callus (figura

2A) (Gaj, 2001; Kong e Shen, 2014).

A técnica da embriogénese somatica ¢ valiosa para regenerag@o de plantas inteiras, sendo
util na produgdo de mudas idénticas a planta mae (Liu et al., 2021; Venkataiah et al.,
2016). Outros usos incluem a produgdo de sementes sintéticas (Kumar e Chandra, 2014;

Salma et al., 2019) e a transformagdo genética (Cano et al., 2020; Zhou et al., 2014).

2.3.3. Calogénese

O termo callus pode ser definido como uma massa desorganizada de células que surge
em resposta a infec¢ao por patdogeno, dano fisico do explante ou a exposicao a reguladores
de crescimento vegetais (Ikeuchi et al, 2013; Park, 2021). A massa celular
desdiferenciada do callus tem capacidade de gerar outros 6rgaos vegetais e apices, devido
a sua caracteristica totipotente (Gumulak-Wotoszyn et al., 2024; Ren et al., 2020; Reyes-
Diaz et al., 2017).

Em cultura de tecidos, a inducdo ao callus ¢ maioritariamente realizada pela adi¢do de

reguladores de crescimento ao meio de cultura (Ikeuchi et al., 2013). Os reguladores de
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crescimento geralmente empregados nas experiéncias fazem parte do grupo das auxinas

e das citocininas (Azad et al., 2005; Costa et al., 2019; Duan et al., 2022).

O tipo e o equilibrio das auxinas e das citocininas sdo factores fundamentais para a
inducao de callus, variando conforme espécie (Abbas et al., 2018; Akinropo et al., 2020;
Corredoira et al., 2012). Assim como a embriogénese somatica, explantes mais jovens
demostram maior facilidade na indugdo de callus, sendo que diferentes tipos de explantes
podem também responder de forma distinta dentro da mesma espécie (George et al., 2007;

Subasinghe et al., 2016; L. Zhang et al., 2019).

A cultura de callus ¢ til para vérias aplicagdes biotecnoldgicas. Ela tem sido utilizada
como etapa intermedia para a regeneracao de plantas inteiras (Huang et al., 2020; Zhu et
al., 2018), a produgdo indirecta de embrides somaticos (Hu et al., 2017; Xu e Hu, 2020),
a produgdo de compostos bioactivos (Coskun et al., 2019; Ghorbanpour e Hadian, 2015),
a transformacgdo genética (Chib et al., 2020; Liu et al., 2024) e conservagdo de

germoplasma (Shahrour et al., 2024; Whiteley et al., 2016).
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3. Objetivos
3.1. Geral

< Avaliar o efeito do balango das concentracdes dos reguladores de crescimento
BAP ¢ ANA na inducdo de callus a partir de embrides zigoticos de Millettia

stuhlmannii Taub. (Jambire).

3.2. Especificos

» Determinar o tempo necessario para o inicio de formacdo e esmorecimento do

o,

callus.

% Determinar a frequéncia de inducdo de callus formados em diferentes
balangos de concentragdo de BAP e ANA.

« Comparar o efeito de diferentes concentracdes de BAP e ANA na frequéncia
de inducao de callus.

% Descrever a morfologia dos callus formados em diferentes balancos de
concentracdo de BAP ¢ ANA.

< Descrever o efeito da presenca de contaminagdo na inducdo de callus e de

embrides somaticos.

4. Hipoteses

Predicdo: As varias partes das plantas tém a capacidade de servir como explantes para
experiéncias de regeneracdo de tecidos vegetais in vitro. A combinacdo de auxinas e
citocininas resulta na indugdo de calos (Sudheer et al., 2022) ou na formagao de embrides

somaticos (Nic-Can e Loyola-Vargas, 2016). Assim, colocam-se as seguintes hipoteses:

4.1.Nula

< O balanco de concentragdo de BAP e ANA nao possui influéncia no processo
de inducdo de callus a partir de embrides zigoticos de Millettia stuhlmannii

Taub. (Jambire).
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4.2. Alternativa

« O balango de concentracdo de BAP e ANA possui influéncia no processo de
inducdo de callus a partir de embrides de Millettia stuhlmannii Taub.

(Jambire).
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5. Metodologia
5.1. Area de estudo

O estudo foi realizado no laboratdrio de cultura de tecidos do Departamento de Ciéncias
Bioldgicas, pertencente a Faculdade de Ciéncias Da Universidade Eduardo Mondlane. O
laboratério estd localizado no Campus principal da Universidade Eduardo Mondlane,

distrito Municipal Kampfumo, Av. Julius Nyerere, n° 3453, C. Postal n® 257.
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Labo'rio ge cultura '9¢ tecidos da Universidade Eduardo Mondland

?MAAC HA

&t,MAACHA CIDADE_DE_MAPUTY

@AAA:HA A
FATMACHA CIDADE_DE_MAP U]
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x Laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade Eduardo Mondlane
I:l Posto Administrativo da Cidade de Maputo
I:l Postos administrativos de Mogambique

0 4 8 16 24 32
1Km

Figura 3: Mapa da cidade de Maputo destacando a localizagéo do laboratorio de cultura de tecidos
da Universidade Eduardo Mondlane.
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5.2.Materiais

5.2.1. Equipamentos para proteccio individual

+ Bata de mangas cumpridas.
5.2.2. Material laboratorial

% Frascos de meio de cultura de 150 ml
< Bisturi;

« Pinga recta;

% Pipetas;

% Papel de filtro;

% Micropipetas;

« Pipetador automatico;

% Micro espatula;

% Copos de beaker graduados;

< Garrafas de solu¢do stock;

% Lamparina.
5.2.3. Equipamento laboratorial

« Agitador Magnético;

% Camara de fluxo laminar;
% pH metro de bancada;

« Balanga analitica;

% Autoclave;

% Microondas;

< Estufa;
5.2.4. Reagentes e solugdes

% Acido naftaleno acético (ANA) (Sisco Research Laboratories Pvt. Ltd, India);
% 6-benzilaminopurina (BAP) (Sigma-Aldrich, Munich, Germany);
+ Meio Murashige e Skoog (© Duchefa Biochemie, Netherlands);



« Sacarose (O Glassworld, South Africa)

% Agar;

< Tween 20 (© Minema Chemicals, South Africa);
% Alcool absoluto;

% Hipoclorito de sédio;

% Acido cloridrico;

% Acido ascorbico;

+ Hidrdoxido de sddio.

5.3.Procedimento

5.3.1. Obtencao do explante

As sementes de Milletia stuhlmanni Taub. foram adquiridas no Centro de Investigacao
Florestal (CIF), localizado em Marracuene, distrito da provincia de Maputo,

Mogambique.
5.3.2. Preparacao dos meios de cultura

Os meios de cultura foram preparados sendo a sua composi¢cdo meio MS, com cerca de
3% de sacarose e com uma concentracdo de 20 mg/L de 4cido ascorbico. Além disso,
foram adicionadas diferentes combinagdes de reguladores de crescimento BAP (6-
benzilaminopurina) e ANA (Acido naftaleno acético), geradas a partir de outros estudos
com espécies florestais (Azad et al., 2005; Marisa et al., 2021; Wu et al., 2020), que
distinguiram os tratamentos conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Concentragdes combinadas de reguladores de crescimento para o meio de indugdo de
callus a partir de sementes de M. stuhlmannii.

Tratamento Reguladores de crescimento?
BAP ANA
T, 0.5 1.0
T2 1.0 2.0
T3 2.0 3.0

Nota. ANA = Acido naftaleno acético; BAP = 6-benzilaminopurina.
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2 Unidade de medida em miligramas por litro (mg/L).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5.8, sendo distribuidos 15 ml de meio em cada
frasco. Tanto o meio quanto a dgua destilada foram autoclavados a 121 °C e 1 atm de

pressdo por um periodo de 20 minutos.

5.3.3. Isolamento e esterilizacio de superficie do explante

Na sala de preparagdo, para isolar os embrides zigdticos a partir das sementes de jambirre,
os tegumentos foram cortados lateralmente com um bisturi e as sementes incubadas
durante dois dias em placas de Petri forradas com papel de filtro humedecido com agua
destilada para facilitar a retirada do tegumento. Apds a qual foram separados os embrides

dos cotilédones e colocados num copo de beaker.

Os embrides excisados foram lavados em agua por 15 minutos e depois imersos numa
solucdo com hipoclorito de sddio a 10% e Tween 20, tendo sido agitadas manualmente

durante 5 minutos. Em seguida, foram submetidos a trés lavagens com dgua corrente.

Na sequéncia, na camara de fluxo laminar, os embrides foram mergulhados em alcool a

70% por 1 minuto e depois lavados por 5 vezes com dgua destilada (Marisa et al., 2021).

5.3.4. Inoculacio e incubacio

Os embrides foram inoculados nos frascos meio de cultura correspondentes aos trés tipos
de tratamento. Foi alocado apenas um explante em cada frasco de maneira aleatodria,
utilizando um delineamento experimental completamente causalizado (Compton, 2012;
Golle et al., 2020; Raj et al., 2020). Foram realizadas 10 repeti¢des por cada tratamento,
totalizando 30 unidades experimentais, valor que satisfaz o nimero minimo utilizado em

estudos dessa natureza (Golle et al., 2020; Raj et al., 2020).

Os explantes foram incubados numa sala de crescimento a uma temperatura de 24° C,
num fotoperiodo total de escuro e observados a cada 3 dias durante 8 semanas (Dalila et
al., 2012; Marisa et al., 2021). Os parametros registados foram as caracteristicas
morfoldgicas e formagdo de callus, a formagdo de embrides somaticos e a presenca de

contaminagao.
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5.3.5. Fluxograma de actividade laboratorial

Esterilizagdo e escarificagdo das sementes

de Millettia stuhlmannii Taub.

v

Distribuigao aleatoria dos

explantes nos frascos respectivos

a cada condigdo experimental

T: T2 T;
MS + 0.5 mg/L BAP + MS + 1.0 mg/L BAP + MS +2.0 mg/L BAP + 3.0
1.0 mg/L ANA 2.0 mg/L ANA mg/L ANA

v

Incubacido a 25° C no

escuro por 8 semanas

v

Observagdo e levantamento

dos dados da morfologia e

numero de callus formados

Figura 4: Fluxograma de actividades do estudo da indugdo de callus a partir de embrides zigoticos
de M. stuhlmannii.

5.3.6. Analise de dados

Os dados foram organizados usando o Python, versdo 3.12.4 (Python Software
Foundation, Wilmington, DE, EUA), e a biblioteca de pandas, versdo 2.2.2 (Pandas

development team, Open Source).

A frequéncia de indu¢do de callus formados foi registada, apds 8 semanas, usando a

seguinte formula:

FIC NCF 100%
=——X
NTE 0
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Onde:

FIC — Frequéncia de indu¢do de callus

NCF — Numero de explantes com callus formados
NTE —Numero total de explantes

Dada a natureza dos dados, foi realizado o Teste de Fisher com um nivel de significAncia
de 5% para verificar a existéncia de associa¢des estatisticamente significativas. A andlise
do Teste de Fisher e a geracdo de graficos foram realizadas usando o GraphPad Prism,

versdao 10.2.3 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

20



6. Resultados
6.1. Efeito das combinacoes de BAP e ANA na inducao de callus em Millettia

stuhlmannii Taub.

Foi verificado em cada tratamento o intumescimento de todos os explantes (embrides
zigoticos de M. stuhlmannii, na primeira semana. A formacdo de callus teve inicio na
terceira semana de observagdo, atingiu o pico na semana 5 € O seu esmorecimento
comegou na sexta semana, caracterizado pela mudanga da cor dos calli de amarelo
esbranquicado para castanho, intensificando-se até a oitava semana (Gltima semana de

observacao) (Figura 5).

Semana 1

Semana 3

Semana 6

Semana 8

Figura 5: Formacao e envelhecimento do callus a partir de embrides zigoticos de Millettia
stuhlmannii Taub. ao longo de 8 semanas.
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A combinacdo de BAP e ANA influenciou na indugdo de callus nos trés tratamentos
testados. O tratamento T1 (BAP 0.5 mg/L + ANA 1.0 mg/L) demonstrou a melhor
resposta, com uma percentagem de indugdo de callus de 60%, trés vezes maior do que a
observada nos tratamentos T2 (BAP 1.0 mg/L + ANA 2.0 mg/L) e T3(BAP 2.0 mg/L +
ANA 3.0 mg/L) com uma percentagem de inducdo de callus de 20%.(Figura 6). No
entanto, a relagdo entre a percentagem de indugdo de callus e os tratamentos nao foi

estatisticamente significativa (p > 0.05).

80+ mm T (BAP 0.5 mg/L + ANA 1.0 mg/L)
mEm T2 (BAP 1.0 mg/L + ANA 2.0 mg/L)
1 T3 (BAP 2.0 mg/L + ANA 3.0 mg/L)
60+

% de Indugio de Callus
i
(=]
[

N
o
1

T1 T2 T3
Tratamentos

Figura 6: Percentagem de inducdo de callus em resposta a diferentes combinagdes de
concentracdes de BAP e ANA designados T1, T2 e T3.

6.2. Efeito das combinacdes de BAP e ANA na morfologia do callus em Millettia

sthulmanni Taub.

Todos os calli observados apresentaram inicialmente textura fridvel que se tornou
compacta com o tempo, sendo uma caracteristica comum para todos os tratamentos. Em
relagdo a coloragdo, esta variou entre amarela e transparente, conforme ilustra a Figura 7,
e a sua distribuicdo ndo foi linear. Calli de coloracdo amarela foram observados em

explantes de todos tratamentos (T1, T2 e T3), enquanto que a coloracdo transparente foi
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exclusiva para o tratamento T3 (BAP 0.5 mg/L + ANA 1.0 mg/L) em apenas um explante
(Tabela 2).

A B C

Figura 7: Caracteristicas morfologicas iniciais dos calli formados. A-B, explante com callus
friavel de coloragdo amarela. C, explante com callus friavel de coloracdo transparente.

Tabela 2: Caracteristicas iniciais dos calli formados em cada tratamento.

Tratamento Reguladores de crescimento® Cor do callus Textura
BAP ANA
T 0.5 1.0 Amarelo Compacto
T, 1.0 2.0 Amarelo Compacto
Amarelo, Compacto,
T3 2.0 3.0 _
Transparente Friavel

Nota. ANA = Acido naftaleno acético; BAP = 6-benzilaminopurina.

2 Unidade de medida em miligramas por litro (mg/L).

Foi observado que alguns explantes com callus amarelos também apresentavam
estruturas que sugerem embrides somaticos, como demonstrado na Figura 8B e alguns
explantes possuiam apenas embrides somaticos, (Figura 8A). Ao analisar a distribuicdo
dos explantes em relacdo a formagao de callus e a presenca de embrides somaticos, foi
verificado no tratamento T1 (BAP 0.5 mg/L + ANA 1.0 mg/L a maior a percentagem de

embrides somaticos em explantes com callus com 60%. O tratamento T2 (BAP 1.0 mg/L
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+ ANA 2.0 mg/L) foi o que apresentou a maior percentagem (30%) de embrides
somaticos nos explantes que ndo formaram callus, (Figura 9). Esses resultados foram

estatisticamente significativos (p < 0.05).

Callus

Embrido somatico

Embrido somatico

Figura 8: Formacao de callus e presenca de embrides somaticos. A, explante sem callus exibindo
a presenca de embrido somatico. B, explante com callus exibindo a presenga de embrido somatico.

80— Bl Com Callus

2 Sem Callus

60+

40—

% de explantes com embrides somaticos

T1 T2 T3

Tratamentos

Figura 9: Percentagem de explantes com e sem callus que desenvolveram embrides somaticos
em cada tratamento. Sendo T1 (BAP 0.5 mg/L + ANA 1.0 mg/L), T2 (BAP 1.0 mg/L + ANA 2.0
mg/L) e T3 (BAP 2.0 mg/L + ANA 3.0 mg/L).
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Registrou-se a presenca de contaminagdo no tratamento T2 (BAP 1.0 mg/L + ANA 2.0
mg/L), afectando apenas um dos explantes. A contaminagdo manifestou-se como uma
camada aquosa de coloragdo esbranquigcada que cobriu todo o explante e comegou a ser
visivel uma semana depois da inoculacdo. Entretanto, ndo foi observada a indugdo de

callus nem de embrides somaticos, como se pode observar na Figura 10.

Figura 10: Contaminag¢do do meio de cultura. Camada esbranquicada em volta do explante,
indicando presenca de contaminagao.
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7. Discussao

7.1. Efeito das combinacoes de BAP e ANA na inducio do callus

No presente estudo, foi observado, logo ap6s a primeira semana, o intumescimento dos
explantes, onde se observava uma dilatacdo do embrido zigético. Esses resultados
assemelham-se a outros trabalhos com embrides zigoticos (Granja et al., 2018; Reyes-
Diaz et al., 2017), assim como no uso de outros explantes (Ajijah et al., 2016; Bhusare et
al.,2020; Liang et al., 2020), em que se verificou o aumento do tamanho do explante, nos
primeiros dias apds a inocula¢do no meio de cultura.

Essa dilatacdo sugere que exista uma resposta por parte do explante, resultando no inicio
de uma prolifera¢ao celular, em virtude da presenca dos reguladores de crescimento. A
presenca de auxinas e citoquininas no meio de cultura pode ter estimulado, numa primeira
fase, o processo de divisdo celular (Rademacher, 2015; Taiz e Zeiger, 2010), como ja foi
verificado em estudos anteriores em que tanto em explantes, cujos meios continham a
presenga exclusiva de auxina (Campos-Boza et al., 2022) ou de citoquinina (Wang et al.,
2023), assim como o uso da combinagdo das duas (Bhusare et al., 2020; Granja et al.,
2018).

A formagao de callus foi visivel em todos tratamentos ¢ teve inicio na terceira semana de
observagdo. Esses resultados demonstram que as combinac¢des dos reguladores de
crescimento BAP e ANA foram eficazes no processo de calogénese mediante o uso de
embrides zigéticos como explante, aspecto que se encontra em consondncia com 0s
resultados de Wu et al. (2020) em Ormosia henryi Prain (Fabaceae), Gao et al. (2020)
em Pinus koraiensis Sieb. Et Zucc (Pinaceae), ambas espécies madeireiras, e Ren et al.
(2020) em Paeonia ostii ‘Fengdan’ (Paeconiaceae), uma espécie lenhosa.

Este facto ocorre porque a combinacao de reguladores de crescimento estimula mudancgas
ao nivel da expressdo génica que culminam na indugdo de callus (Anzola et al., 2010;
Asghar et al., 2023), sugerindo que o embrido zigotico de M. stulhmannii também
responde a esses mecanismos nas combinagdes de BAP e ANA utilizadas na experiéncia.
A maior percentagem de indugao de callus observada foi de 60% no tratamento T1, maior
que os outros dois tratamentos (20%). Esse resultado ¢ similar ao observado por Wu et
al. (2020), que notou uma redugdo ndo significativa na indugdo de callus conforme a
concentracdo de BAP e ANA aumentava. Essa nulidade na diferenca entre os tratamentos
pode ser justificada pelo facto de que as combinacdes ndo diferiram o suficiente para

induzir respostas estatisticamente diferentes, ou ainda, pela possibilidade de que a
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viabilidade de alguns explantes tenha sido comprometida durante o processo de
isolamento (Wu et al., 1992).

No entanto, Gao et al. (2020) verificaram melhores resultados com o aumento da
concentragdo de BAP e ANA. Isso pode ser atribuido ao facto de que, ao contrario do
presente estudo, eles utilizaram embrides zigoticos em estdgio imaturo como explantes.
Pois, quando se trata de embrides zigéticos, o estagio de desenvolvimento dita uma
resposta diferente quando expostos aos mesmos reguladores de crescimento em cultura
de tecidos (Das et al., 1997; Zhang et al., 2021).

Os explantes inoculados em todos os tratamentos comecaram a mudar de coloragdo para
castanho a partir da quinta semana, com a mudanga se prolongando até o ultimo dia de
observagdo. Esses resultados indicam o inicio do esmorecimento dos callus. Outros
estudos, a semelhanga deste, também reportaram o esmorecimento de callus por volta do
mesmo periodo (Jayaraman et al., 2014; Rahman et al., 2017).

O acastanhamento ¢ comum em cultura de tecidos e ocorre apds um certo tempo, levando
a morte do explante (Duan et al., 2022; Gumulak-Wotoszyn et al., 2024). Esse processo
ocorre devido a oxidacdo por conta da acumulagdo de compostos fendlicos no callus
(Hesami et al., 2020; Su et al., 2023) e o periodo de inicio do acastanhamento do callus
pode indicar o momento ideal para que se realize a troca de meio, uma vez que a sua troca

resulta numa redug@o do fenomeno (Duan et al., 2022).

7.2. Efeito das Combinacoes de BAP e ANA na morfologia do callus

As caracteristicas morfologicas mostraram que os callus eram inicialmente friaveis,
tornando-se compactos ao longo das semanas, excepto o callus transparente. A coloragao
variou entre amarela e transparente, sendo que apenas os calli amarelos apresentaram
embrides somaticos. Estas caracteristicas morfologicas sugerem a alta capacidade de
regeneracdo dos embrides zigéticos de M. stulhmannii para a formagdo de callus
embriondrios, uma vez que callus compactos € com coloracdo amarelada sdo
considerados com alta capacidade embriogénica (Islam et al., 2014). Esses resultados
corroboram com os resultados de Wu et al. (2020) que observou calli de coloragdo branca
a amarelada de caracter compacto no seu trabalho com embrides zigoticos usando os
reguladores BAP e ANA. Ferreira ef al. (2022) observaram resultados similares usando

embrides zigdticos como explantes, no entanto com reguladores de crescimento
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diferentes Picloram e 2,4 D, demonstrando que a capacidade de indugdo de calli
embriondrios em embrides zigoticos ndo € exclusiva os reguladores BAP e ANA, e que
outros reguladores de crescimento e outros factores acoplados a este podem estar a
influenciar a desdiferenciagao.

A observagdo singular de callus friavel no tratamentoT3 (BAP 2.0 mg/L + ANA 3.0
mg/L) refor¢a que os factores para além dos reguladores de crescimento e o explante
podem influenciar no caminho que leva a desdiferenciacdo. A formacao de calli fridveis
jé foi observada anteriormente quando se fez uso de embrides zigdticos como explante
(Caietal,2013; Zhang et al., 2021). No entanto, esses embrides zigdticos possuiam uma
idade fisiologica menor, sendo considerados imaturos, facto que sugere que
provavelmente as sementes utilizadas no estudo, embora fossem todos embrides zigodticos
maduros, possuissem idades fisioldgicas diferentes devido ao tempo de colheita (George
et al., 2007; Gao et al., 2020; Zhang et al., 2021).

A textura do callus ¢ influenciada pela composi¢do do meio de cultura, incluindo o tipo,
a concentracdo de reguladores de crescimento (Pereira ef al., 2013) e factores ambientais
como a exposi¢ao a luz (Ruiz-Rivas et al., 2022). A textura compacta do callus resulta da
aglomeracdo de células densamente compactadas (Bevitori et al., 2013; Honda et al.,
1999; Wahyuni et al., 2020). Por outro lado, a textura friavel do callus ocorre devido a
processos de remodelagdo celular, especialmente pelo afrouxamento da parede celular
(Boamponsem e Leung, 2017; Ma et al, 2015). Tanto os calli fridveis quanto os
compactos produzem embrides somadticos, mas os calli compactos apresentam maior
competéncia (Avila-Victor et al., 2023). Isso sugere que a textura e a cor dos calli
provenientes de embrides somaticos, no contexto desta espécie, podem servir como
indicadores de calli embriogénicos de alta competéncia em experi€éncias com embrides
zigoticos.

Neste contexto, também se observou que alguns explantes possuiam embrides somaticos
sem a prévia formagdo de callus, demostrando a ocorréncia de embriogénese somatica
directa. Em concordancia com esses resultados, Xu et al. (2020) e Singh e Chand (2003)
também reportaram a formagdo de embrides somaticos directamente do explante, ao
usarem embrides zigoticos.

O processo de inducdo de embrides somaticos pela via directa ou indirecta, observada no
estudo, pode ser explicado pela idade do explante, pois a colheita das sementes para o

estudo ndo foi realizada no mesmo periodo. Facto que corrobora com os estudos de Gaj
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(2001) e Das et al. (1997) que observaram que embrides zigdticos mais novos produziam
embrides somaticos de maneira indirecta e os mais velhos de maneira directa.

Em concordancia com esses resultados, Hu et al. (2017) demostrou que o estagio de
desenvolvimento de embrides zigodticos imaturos também influencia na resposta a
inducdo, com maior potencial de produgdo de calli embrionarios em estdgios mais jovens.
Gao et al. (2020) ao trabalhar com explantes no estagio pré-embrido, observou maior
formagdo de calli nos estigios de pré-embrido em comparagdo com o0s estigios
posteriores. Isso evidencia que, ao usar embrides zigdticos, o estagio de desenvolvimento
e o periodo de formagdo do embrido influenciam na capacidade de produzir calli

embriondrios.

7.3. Efeito da presenca de contaminacio

A presenca de contaminagdo foi identificada num dos explantes, caracterizada por uma
camada esbranquicada, apds uma semana de observacdo. A presenca de contaminagdo
pode ser justificada pelo contacto dos cotilédones com os embrides, uma vez que 0s
cotilédones sdo uma fonte comum de contamina¢do em cultura de tecidos (Sujatha et al.,
2008). Nao obstante, em plantas lenhosas, as contaminagdes também podem ser
endogenas, dificultando sua eliminacdo por esterilizagdo de superficie (Grippin et al.,
2018).

Embora a esterilizagdo reduza significativamente o nivel de contaminag@o nos explantes
(Cetin et al., 2015), o uso de hipoclorito de s6dio no processo de esterilizagdo da
superficie da semente nem sempre elimina totalmente os microrganismos (Aftab e Preece,
2007; Chirva et al., 2023; Naue et al., 2007).

Outro factor que pode explicar a persisténcia da contaminagdo ¢ a auséncia de
antimicrobianos no meio de cultura. O uso desses compostos pode prevenir o
desenvolvimento de contaminagdes (Cdlgecen et al., 2011; Ledo et al., 2020; Lee et al.,
2019), e sua inclusdo no meio deve ser considerada.

Neste explante nao foi observada a morfogénese, e esta auséncia de callus ou embrido no
explante pode ser explicada pelo facto de que a competicdo entre o explante e os
microrganismos contaminantes podem inibir o crescimento vegetal em cultura de tecidos

(Darwesh et al., 2024), por vezes causando até a morte do explante (Helaly et al., 2014;
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Leelavathy e Sankar, 2016). Portanto, ¢ fundamental que estudos futuros explorem o uso

de antimicrobianos nos meios de cultura.
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8. Conclusao

A formacao de callus iniciou na terceira semana e teve o seu pico na quinta semana apos

a inoculagao.

A combinacdo da citocinina BAP e da auxina ANA culmina na inducdo de callus

embriogénicos em todos os tratamentos.

O callus formado na sua maioria era morfologicamente compacto com coloracdo meio

amarelada.

A percentagem de indugdo de callus foi trés vezes maior (60 %) no tratamento T1 (BAP
0.5 mg/L + ANA 1.0 mg/L) em comparagdo com o tratamento, T2 (BAP 1.0 mg/L + ANA
2.0 mg/L) e T3 (BAP 2.0 mg/L + ANA 3.0 mg/L) com uma percentagem de inducdo de
callus de 20%.

A maior parte dos explantes que possuiam callus apresentou a maior percentagem de
embrides somaticos (60%) no tratamento T1 (BAP 0.5 mg/L + ANA 1.0 mg/L). Enquanto
que o tratamento T2 foi o que apresentou a maior percentagem (30%) de embrides

somaticos nos explantes que nao formaram callus.
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9. Limitacoes

O estudo teve a seguinte limitagao:

% Controle do periodo de colheita das sementes que serviram de fonte de explante,
sendo obtidas em periodos diferentes, facto que comprometeu a padronizacao dos

explantes usados.
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10. Recomendacodes

O estudo propde:

% O incremento da concentracdo de ANA em relagdo a de BAP, priorizando
combinagdes onde a propor¢ao de ANA seja superior a de BAP, de modo a avaliar
o efeito de maiores concentragdes deste regulador no processo de inducdo e

desenvolvimento de callus;

X/
°

O monitoramento cuidadoso do periodo de colheita do explante, de modo a
assegurar que todos as sementes sejam colhidas no mesmo periodo para que ndo

haja diferencas na idade fisiologica do explante;

X/
°

A aplicacdo de métodos alternativos de esterilizagdo superficial do explante.
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12. Anexos

Figura 11: Camara de fluxo laminar.

Figura 12: Sala de crescimento.
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Figura 14: Sementes incubadas em placas de Petri forradas com papel de filtro humedecido com
agua destilada de modo a facilitar a retirada do tegumento.
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Figura 15: Excisdo do embrido zigético (explante) dos cotilédones.
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Tabela 3: Nuimero de explantes com callus e sem callus em cada tratamento.

Numero de Explantes

Caracteristica Amostral

Com Callus Sem Callus

Tratamento 1 6 4
Tratamento 2 2 8
Tratamento 3 2 8

Nota. Tratamento 1 - BAP 0.5 mg/L + ANA1.0 mg/L; Tratamento 2 - BAP 1.0 mg/L +
ANA 2.0 mg/L e; Tratamento 3 - BAP 2.0 mg/L. + ANA 3.0 mg/L.

Tabela 4: Analise de dados relativos a frequéncia de inducdo de callus. Teste Exacto de Fisher
feito no GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

P value and statistical significance

Test Fisher's exact test
P value 0.1225
P value summary ns
One- or two-sided NA
Statistically significant (P < 0.05)? No
Data analyzed
Number of rows 3
Number of columns 2
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Tabela 5: Numero de explantes com embrides somaticos com callus e sem callus em cada
tratamento.

Numero de Explantes com

L. embrides somaticos
Caracteristica Amostral

Com Callus  Sem Callus

Tratamento 1 6 0
Tratamento 2 1 3
Tratamento 3 2 2

Nota. Tratamento 1 - BAP 0.5 mg/L + ANA1.0 mg/L; Tratamento 2 - BAP 1.0 mg/L +
ANA 2.0 mg/L e; Tratamento 3 - BAP 2.0 mg/L. + ANA 3.0 mg/L.

Tabela 6: Analise de dados relativos a presenca e auséncia de embrides somaticos em explantes
com callus e sem callus por cada tratamento. Teste Exacto de Fischer feito no GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

P value and statistical significance

Test Fisher's exact test
P value 0.0370

P value summary ns

One- or two-sided NA

Statistically significant (P < 0.05)? Yes

Data analyzed

Number of rows 3

Number of columns 2
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