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Resumo

O objetivo do trabalho foi determinar in vitro a curva de crescimento de calos de Enterolobium contortisiliquum.
Foram utilizados calos advindos dos cotilédones de E. contortisiliquum cultivados em meio MS, suplementado com
0,5mg L* de 2,4-D + 2,0 mg L* de picloram + 0,5 mg L™ de cinetina + 2,0 mg L™ de BAP e repicados duas vezes,
em intervalos de 30 dias. Apds a segunda repicagem, foi estabelecida a curva de crescimento dos calos por meio da
determinacdo da massa fresca (mg) a partir do dia da inoculacdo (tempo 0). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 17 tratamentos, constituidos pelos intervalos de avaliacéo (0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49,
56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105 e 112 dias), e 24 repeti¢cdes. O E. contortisiliquum apresentou cinco fases de
desenvolvimento de calos: exponencial, linear, desaceleracéo, estacionario e declinio. A curva de crescimento do calo
para a espécie E. contortisiliquum comecou com a fase exponencial e permaneceu nesta fase dos dias 0 a 7. J4 o
periodo de crescimento linear em que diminuiu a taxa de divisao celular e aumentou a area celular foi observado entre
os dias 7 e 14. Enquanto a fase de desaceleracdo ocorreu dos 14 aos 28 dias. Conclui-se que a curva de crescimento
dos calos de E. contortisiliguum é uma sigmoide com cinco fases e ao final da desaceleragdo é o momento de se
realizar a repicagem dos calos, em média aos 28 dias de cultivo in vitro.

Palavras-chave: Cultura de tecidos vegetais; Reguladores de crescimento; Metabolitos secundérios.

Abstract

The objective of this work was to determine in vitro the growth curve of Enterolobium contortisiliquum calli. Calli
from E. contortisiliquum cotyledons cultivated in MS medium, supplemented with 0.5 mg L 2,4-D + 2.0 mg L*
picloram + 0.5 mg L kinetin + 2.0 mg L"* BAP and repeated twice were used., at intervals of 30 days. After the
second subculture, the calli growth curve was established by determining the fresh mass (mg) from the day of
inoculation (time 0). The experimental design was completely randomized with 17 treatments, constituted by the
evaluation intervals (0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105 and 112 days), and 24 repetitions. E.
contortisiliquum presented five phases of callus development: exponential, linear, deceleration, stationary and decay.
The calli growth curve for the species E. contortisiliquum started with the exponential phase and remained in this
phase from days 0 to 7. The linear growth period in which the cell division rate decreased and the cell area increased
was observed between the days 7 and 14. While the deceleration phase occurred from 14 to 28 days. It can be
concluded that the growth curve of E. contortisiliquum calli is a sigmoid with five phases and at the end of the
deceleration it is time to carry out the calli subculture, on average at 28 days of in vitro culture.

Keywords: Plant tissue culture; Growth regulators; Secondary metabolites.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar in vitro la curva de crecimiento de callos de Enterolobium contortisiliquum.
Se utilizaron callos de cotiledones de E. contortisiliquum cultivados en medio MS, suplementados con 0.5 mg L* de
2,4-D + 2.0 mg L™ de picloram + 0.5 mg L de kinetina + 2.0 mg L de BAP y repetido dos veces, a intervalos de 30
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dias. Después del segundo subcultivo, se establecio la curva de crecimiento del callo determinando la masa fresca
(mg) desde el dia de la inoculacién (tiempo 0). El disefio experimental fue completamente aleatorizado con 17
tratamientos, constituido por los intervalos de evaluacion (0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105 y
112 dias) y 24 repeticiones. E. contortisiliquum presentaba cinco fases de desarrollo de callos: exponencial, lineal,
desaceleracion, estacionaria y decadencia. La curva de crecimiento del callo para la especie E. contortisiliguum
comenzo con la fase exponencial y permanecio en esta fase desde los dias 0 a 7. El periodo de crecimiento lineal en el
que la tasa de division celular disminuyo y el area celular aument6 se observé entre los dias 7 y 14 Mientras que la
fase de desaceleracion se produjo de 14 a 28 dias. Conclui que la curva de crecimiento de los callos de E.
contortisiliquum es sigmoidea con cinco fases y al final de la desaceleracion es el momento de realizar el subcultivo
del callo, en promedio a los 28 dias de cultivo in vitro.

Palabras clave: Cultivo de tejidos vegetales; Reguladores del crecimiento; Metabolitos secundarios.

1. Introducéo

Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. é uma espécie de planta arbdérea do bioma Cerrado, pertencente a
familia Fabaceae e comumente conhecida como tamboril, podendo alcangar mais de 4 m de altura. Por isso, tem sido muito
aproveitada para reflorestamento, bem como para a recuperacdo de areas degradadas (Lorenzi, 2008). Atualmente, diversos
estudos vém sendo conduzidos com a espécie a fim de se investigar o seu potencial na produgdo de metabdlitos secundérios
gue possam ser aproveitaveis para a industria (Farias et al., 2010; Miranda et al., 2015; Matloub et al., 2018; Abdel-Mageed et
al., 2019). Dessa maneira, a producdo de metabdlitos in vitro tem o potencial de superar os baixos rendimentos e a
sazonalidade da producdo quando essas substancias sdo extraidas a partir da fonte natural. No entanto, existem inimeras
estratégias para estimular a producéo especifica do metabdlito de interesse (Dong & Zhong, 2001; Hu et al., 2001; Wang &
Zhong, 2002; Fumagali et al., 2008).

A cultura de tecidos € uma técnica biotecnoldgica que possibilita a producdo de biomassa em grande escala, curto
espaco de tempo e pequeno espaco fisico. Uma das formas de ser obter tal objetivo é por meio do cultivo in vitro de calos que,
segundo Torres et al. (2000), € uma massa de células com crescimento desordenado, e que podem apresentar certo grau de
diferenciacdo. Além disso, o calo € uma resposta morfoldgica da planta a uma injdria que Ihe € causada. In vitro, tal resposta se
da por injaria a um tecido, seja de forma fisica ou quimica, podendo ocasionar diferenciacdo, que é o objeto de estudo.

No entanto, a producdo de calos também pode ser influenciada pela composi¢do do meio de cultura e reguladores de
crescimento. Segundo Pierik (1990), geralmente, concentracfes semelhantes de auxina e citocinina presentes no meio de
cultura podem promover a formacéo de calos, no entanto, esse efeito pode variar em funcdo do balango hormonal endégeno em
cada tipo de explante. Dessa forma, através da técnica da curva de crescimento de calos € possivel ampliar o conhecimento de
fisiologia do desenvolvimento de uma espécie, sendo de extrema importancia, pois permite a identificacdo das diferentes fases
de crescimento do calo, e dessa forma, possibilitar a repicagem dos explantes no momento mais adequado, podendo
potencializar sua morfogénese.

Segundo Smith (1992), a curva de crescimento de calos pode exibir cinco fases distintas: lag, exponencial, linear,
desaceleragdo e estaciondria. Essas cinco fases normalmente se congregam em um comportamento sigmoidal e o plato final
dessa sigmoide representa a fase estacionaria. Nessa fase, as células ndo estdo mais em divisdo celular, por isso o crescimento
se estabiliza. Portanto, se o objetivo é a multiplicacdo do explante, a repicagem ndo deve ultrapassar essa fase, pois a
multiplicacdo demanda alta diviséo celular. O cessar de crescimento na fase estacionéria pode ser devido a uma caracteristica
da espécie ou a caréncia nutricional. De qualquer forma, denota-se que o explante necessita de um novo estimulo para
continuar se desenvolvendo. Sendo assim, pode-se inferir esta fase como o momento ideal para repicagem do calo ou a
transferéncia de massas calogénicas para o novo meio de cultura.

A curva de crescimento de calo é relatada como objeto de estudo em diversas espécies lenhosas, como café (Santos et
al., 2003), detectado o crescimento tipo sigmoide, mas somente com trés fases distintas: lag (0 - 42 dias de inoculacéo),
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exponencial (42 — 77 dias) e linear (77 — 84 dias). Pereira et al. (2007) estudaram a curva de calos em funcédo de diferentes
reguladores em unha-de-gato, e identificaram comportamento diferente quanto a estabilizacdo para cada regulador (picloram -
25 dias de cultivo e 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), ANA (acido nafataleno acético) e AIB - 30 dias de cultivo), mas
observaram sempre uma sigmoide. Enquanto Nogueira et al. (2008) observaram a curva de crescimento padréo sigmoide, com
seis fases distintas de crescimento em murici-pequeno, e repicagem aos 60 dias. Por outro lado, Silva et al. (2020) observaram
que a curva de crescimento de calos de aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva) apresenta forma sigmoidal contendo
cinco fases (lag, exponencial, linear, desaceleracdo e estacionaria). Fato também observado por Abbade et al. (2010), que
identificaram uma sigmoide com cinco fases distintas em ipé-branco, além disso, recomendam a repicagem aos 60-75 dias; e
Rossato et al. (2019) que observaram em segmentos nodais de gabiroba (Campomanesia adamantium) a curva de crescimento
de calos, com a presenca das fases de atraso (0-7 dias), exponencial (7-28 dias), crescimento linear (28-35 dias), desaceleracdo
(35-42 dias) e estacionaria (apds 42 dias).

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi determinar in vitro a curva de crescimento de calos de Enterolobium

contortisiliquum.

2. Metodologia

Sementes de Enterolobium contortisiliguum provenientes da cidade de Coronel Murta-MG, Brasil, foram
estabelecidas in vitro.

Inicialmente, foi retirado o tegumento das sementes com auxilio de bisturi e, logo ap6s, submetidas ao procedimento
de assepsia que consistiu da imersdo em agua destilada, com duas gotas de Tween-20 por 1 min, seguida de imersdo em alcool
70% v/v por 1 min, e finalmente em solucéo de hipoclorito de sédio a 1% por 20 min, sob agitacdo constante. Posteriormente,
o0s agentes desinfetantes foram lixiviados por triplice lavagem em agua destilada estéril.

ApOls a assepsia em camara de fluxo laminar, cotilédones foram separados do eixo embriondrio para evitar a
germinacdo da semente. Os cotilédones foram individualizados em tubos de ensaio de 25x150 mm contendo 15 mL do meio de
cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) e suplementado com fitorreguladores de acordo com cada tratamento.

Calos advindos de um dos cotilédones, cultivados em meio MS, suplementado com 0,5 mg L* de 2,4-D + 2,0 mg L*
de picloram + 0,5 mg L* de cinetina + 2,0 mg L de BAP, foram repicados duas vezes, em intervalos de 30 dias. Apds a
segunda repicagem, foi estabelecida a curva de crescimento dos calos por meio da determinacdo da massa fresca a partir do dia
da inoculagdo (tempo 0), em intervalos de sete dias, durante 112 dias (Santos et al., 2013).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) contendo 17 tratamentos, sendo representados pelos
intervalos de avaliacdo (0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105 e 112 dias), e 24 repeticdes compostas por
um tubo de ensaio contendo um explante (calo). A curva de crescimento foi plotada a cada sete dias através do software
Excel®.

3. Resultados e Discussao

O padrdo cinético para uma curva de crescimento de calo é sigmoidal, e compreende fases lag, exponencial, linear,
desaceleragdo e estacionaria. Este comportamento j& foi observado em vérias espécies lenhosas, como Bertholletia excelsa
(Serra et al., 2000) e Byrsonima intermedia A. Juss. (Abbade et al., 2010). No entanto, nem todas as fases sdo necessariamente

observadas; a exemplo de Stein et al. (2010), que néo identificaram a fase estacionaria em calos de Inga vera Wild.
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No presente trabalho a fase de atraso estava ausente, mas a fase de declinio foi identificada. Assim, a espécie
Enterolobium contortisiliguum apresentou cinco fases de desenvolvimento de calos: exponencial, linear, desaceleracéo,

estacionario e declinio (Figura 1).

Figura 1. Massa fresca de calos (mg) de E. contortisiliguum mensurada a cada 7 dias de avaliacdo.
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Fonte: Autores.

A fase de atraso ndo foi identificada na curva de crescimento de calo E. contortisiliguum. Os intervalos de avaliacdo
foram de 7 dias, no entanto, como esta é a fase de preparacéo para a divisdo celular, provavelmente durou menos de 7 dias e,
consequentemente, ndo foi de ser identificada. Contudo, Serra et al. (2000) demonstraram que a fase de atraso é prolongada
quando é utilizada como explante inicial a folha de B. excelsa.

A curva de crescimento do calo de E. contortisiliquum comecou com a fase exponencial, em que a divisdo celular j&
era pronunciada, e permaneceu nesta fase dos dias 0 a 7. Em contraste, a curva de crescimento do calo comega com a fase de
atraso para B. intermedia (Abbade et al., 2010). O periodo de crescimento linear, que diminuiu a taxa de divisdo celular e
aumentou a area celular (Smith, 1992), foi observado entre os dias 7 e 14. Este breve periodo é devido ao tecido homogéneo,
pois é um explante secundério (Serra et al., 2000).

A fase de desaceleracdo compbe o periodo dos dias 14 a 28. De acordo com Smith (1992), o calo deve ser
subcultivado durante a fase de desaceleracdo, porque as células ndo se dividem pela fase estacionaria média. Dessa forma, 0s
calos de E. contortisiliguum devem ser subcultivados aproximadamente 28 dias apds o crescimento. A fase estacionaria
continuou até o dia 77.

Vale ressaltar que nesta fase, o crescimento cessou, mas o desenvolvimento dos processos, tal como diferenciacéo,
estava ativo. No dia 84, os calos de E. contortisiliquum entraram na fase de declinio, em que o desenvolvimento também

cessou porgue o calo estava em senescéncia.

4. Conclusdes
A curva de crescimento dos calos de Enterolobium contortisiliquum é uma sigmoide com cinco fases. Ao final da

desaceleragdo € o momento em que deve-se realizar a repicagem dos calos (em média aos 28 dias de cultivo in vitro).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24550
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24550
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24550

Research, Society and Development, v. 11, n. 1, 24911124550, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24550

Agradecimentos

Os autores agradecem o apoio financeiro das agéncias CAPES, CNPg e FAPEMIG.

Referéncias

Abbade, L. C., Paiva, P. D. O., Paiva, R. & Graciano, M. H. P. (2010). Growth curve and biochemical analyses of callus of ipé-branco (Tabebuia roseo alba
(Ridl.) Sand). Naturale, 33, 45-56.

Abdel-Mageed, W. M., Al-Wahaibi, L. H., Gouda, Y. G., Al-Saleem, M. S. M., El-Gamal, A. A., Basudan, O. A., Alsaid, M. S., Al-Massarani, S. M. &
Abdel-Kader, M. S. (2019). Contortisiliosides H-M: Triterpenoid saponins from Enterolobium contortisiliguum and their biological activity. Industrial Crops
and Products, 139, 111528.

Dong, H. D. & Zhong, J. J. (2001). Significant improvement of taxane production in suspension cultures of Taxus chinensis by combining elicitation with
sucrose feed. Biochemical Engineering Journal, 8, 145-150.

Farias, D. F., Cavalheiro, M. G., Viana, M. P., Queiroz, V. A., Rocha-Bezerra, L. C. B., Vasconcelos, I. M., Morais, S. M. & Carvalho, A. F. U. (2010). Water
extracts of Brazilian leguminous seeds as rich sources of larvicidal compounds against Aedes aegypti L. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, 82 (3),
585-594.

Fumagali, E., Gongalves, R. A. C., Machado, M. F. P., Vidoti, G. J. & Oliveira, A. J. B. (2008). Revista Brasileira de farmacognosia, 18 (4), 627-641.

Hu, W. W, Yao, H. U. & Zhong, J. J. (2001). Improvement of Panax notoginseng cell cultures for production of ginseng saponin and polysaccharide by high-
density cultivation of pneumatically agitated bioreactors. Biotechnology Progress, 17, 838-846.

Lorenzi, H. Arvores Brasileiras: Manual de identificag&o e cultivo de plantas arboreas nativas do Brasil.: Ed. Plantarum, 1992. 365p.

Matloub, A. A., Mohammed, R. S., Elsouda, S.S., El-Hallouty, S. M., Gomaa, E. Z. & Hassan, A. A. (2018). Phytochemical and biological studies on
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong Pericarps. Journal of Materials. Environmental Science, 9, 2768-2778.

Miranda, M. L. D., Garce, F. R. & Garcez, W. S. (2015). Triterpenes and other constituents from fruits of Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong
(Fabaceae). Revista Virtual de Quimica, 7, 2597-2605.

Murashige, T. & Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiology Plantarum, 15, 473-497.

Pereira, R. C., Pinto, J. E. B. P, Reis, E. S., Corréa, R. M. & Bertolluci, S. K. V. (2007). Influence of different auxins in the induction and callus growth of
Uncaria guianensis J. F. GMEL. Plant Cell, Culture and Micropropagation, 3, 69-77.

Pierik, R. L. M. Cultivo in vitro de las plantas superiores. Madrid: Mundi-Prensa, 1990. 326p.

Rossato, M., Schumacher, P. V., Costa Netto, A. P., Stein, V. C., Reis, E. F., Vilela, M. S. P. & Paiva, L. V. (2019). Embryogenic potential of the callus of
gabirobeira, Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg. Acta Scientiarum. Biological Sciences, 41, (1), e46358.

Santos, D., Nunes, C. F., Soares, J. D. R., Valente, T. C. T., Alves, E. L., Gontijo, C. R. & Pasqual, M. (2013). Cytological characterization of Jatropha curcas
callus in different periods of cultivation. Crop Breeding and Applied Biotechnology, 13 (4), 228-233.

Santos, C. G., Paiva, R., Paiva, P. D. O. & Paiva, E. (2003). Inducéo e anlise bioquimica de calos obtidos de segmentos foliares de Coffea arabica L., cultivar
Rubi. Ciéncia & Agrotecnologia, 27 (3), 571-577.

Serra, A. G. P., Paiva, R. & Paiva, P. D. O. (2000) Anélises bioquimicas de calos formados de explantes foliares de castanha do Brasil (Bertholletia excelsa H.
B. K.). Ciencia & Agrotecnologia, 24, 833-840.

Silva, T. S., Carvalho Filho, R. S. L., Tanan, T. T, Rocha, T. C. & Santana, J. R. F. (2020). Ciéncia Florestal, 30, (3), 700-717.
Smith, R. H. (1992). Plant tissue culture: techniques and experiments. Academic, 231p.

Stein, V. C., Paiva, R., Herrera, R. C. & Vargas, D. P. (2010). Curva de crescimento e indice de divisdo celular de calos de ingazeiro. Revista Ciéncias
Agrarian, 53, 159-163.

Torres, A. C., Caldas, L. S., Buso, J. A., SA, M. F. G. de, Nascimento, A. S., Brigido, M. de M. & Pinho, E. R. C. Glosséario de biotecnologia vegetal. Brasilia:
EMBRAPA Hortalicas, 2000. 128 p.

Wang, Z. Y. & Zhong, J. J. (2002). Combination of conditioned medium and elicitation enhances taxoid production in bioreactor cultures of Taxus chinenesis
cells. Biochemical Engineering Journal, 12, 93-97.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24550
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24550
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24550
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019305400#!

