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Resumo  

Mesmo considerando os avanços nos estudos de micropropagação em Hevea spp., a compreensão dos estímulos e 

condições necessárias para o estabelecimento do cultivo in vitro ainda são limitadas. Uma das razões para isto 

acontecer é devido à falta de um protocolo eficiente para a propagação de clones elites de seringueira em larga escala. 

Neste sentido, investigamos o efeito do ácido 2,4-diclorofenoxiacético na indução de calos em segmentos foliares de 

Hevea spp., bem como o uso do PPM® (Plant Preservative Mixture) na inibição de contaminações. Folhas juvenis de 

seringueira foram inoculadas em meio de cultura MS (Murashig Skoog) suplementado com 2,4-D (0; 0,25; 0,5; 1,0; 

2,0 e 4,0 mg L-1) com biocida PPM® (0 e 1,0 mL L-1). Após 60 dias foi possível observar maior porcentagem de 

sobrevivência e expressiva oxidação fenólica na presença do PPM®. As concentrações de 2,4-D (2,0 e 4,0 mg L-1) 

combinadas com PPM® (1 mL L-1) foram eficientes na inibição de contaminações microbianas. A indução de calo 

ocorreu no tratamento contendo 1 mg L-1 de 2,4-D e 1 mL L-1 de PPM® e formou um calo compacto com coloração 

branca. O protocolo utilizado neste trabalho foi eficiente para desinfestação dos explantes foliares de Hevea spp. 

Palavras-chave: Cultura de tecidos; Calos; PPM®; Regulador vegetal. 

 

Abstract 

Even considering the advances in the micropropagation studies in Hevea spp., the understanding of the stimuli and 

conditions necessary for the establishment of in vitro culture are still limited. One of the reasons this happens is due to 

the lack of an efficient protocol for the propagation of large-scale elite clones of rubber tree. In this sense, we 

investigated the effect of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid on the induction of corns in leaf segments of Hevea spp., As 

well as the use of PPM® (Plant Preservative Mixture) in the inhibition of microbial contamination. Young rubber tree 

leaves were inoculated in MS (Murashig Skoog) culture medium supplemented with 2,4-D (0; 0.25; 0.5; 1.0; 2.0 and 

4.0 mg L-1) with PPM® biocide (0 and 1.0-mL L-1). After 60 days it was possible to observe the highest percentage of 

areas and an expressive phenolic oxidation in the presence of PPM®. The 2,4-D (2.0 and 4.0 mg L-1) restrictions 

combined with PPM® (1 mL L-1) were effective in inhibiting microbial contamination. Callus induction occurred in 

the treatment containing 1 mg L-1 of 2,4-D and 1 mL L-1 of PPM® and formed a compact callus with white coloring. 

The protocol used in this work was efficient for disinfesting leaf explants of Hevea spp. 
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Resumen 

Incluso considerando los avances en los estudios de micropropagación en Hevea spp., el conocimiento de los 

estímulos y las condiciones necesarias para el establecimiento del cultivo in vitro todavía son limitado, ya que no 

existe un protocolo eficiente para la propagación de clones élite a gran escala del seringueira. En este sentido, 

investigamos el efecto del ácido 2,4-diclorofenoxiacético sobre la inducción de callos en segmentos foliares de Hevea 

spp., así como el uso del PPM® (Plant Preservative Mixture) en la inhibición de la contaminación microbiana. Se 

inocularon hojas jóvenes de árboles de caucho en medio de cultivo MS (Murashig Skoog) suplementado con 2,4-D (0; 

0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L-1) y biocida PPM® (0 e 1,0 mL L-1). A los 60 días se pudo observar un mayor porcentaje 

de supervivencia y una expresiva oxidación fenólica en la presencia del PPM®. Las concetraciones del 2,4-D (2.0 y 

4.0 mg L-1) combinadas con PPM® (1 mL L-1) fueron eficientes para inhibir la contaminación microbiana. La 

inducción de callos ocurrió en el tratamiento que contenía 1 mg L-1 de 2,4-D y 1 mL L-1 de PPM® y formó un callo 

compacto con coloración blanca. El protocolo utilizado en este trabajo fue eficaz para desinfectar explantes de hojas 

de Hevea spp. 

Palabras clave: Cultura de tejidos; Callos; PPM®; Regulador de planta. 

 

1. Introdução  

A seringueira (Hevea brasiliensis) é uma espécie nativa da Amazônia pertencente ao gênero Hevea e à família 

Euphorbiaceae, tem como área de ocorrência e dispersão natural, a Amazônia brasileira e países próximos, como a Bolívia, 

Colômbia, Peru, Venezuela, Equador, Suriname e Guiana (Secco, 2008; Priyadarshan, 2017). As espécies pertencentes ao 

gênero Hevea tem potencial econômico devido apresentar fontes de produção de borracha natural e, a H. brasiliensis é a 

espécie mais importante economicamente (Moradpour, Aziz, & Abdullah, 2016; Krickl, Didier, & Werner, 2017; Smith, Lu, 

To, Mienmany, & Soukphaxay, 2020; Perron et al., 2021).   

No que se refere a borracha natural proveniente da H. brasiliensis, é possível afirmar que as suas propriedades 

biopolímeras são únicas e não podem ser replicadas por alternativas sintéticas, o que a torna matéria-prima insubstituível para 

muitas aplicações. Quando comparada com a borracha sintética, a borracha natural apresenta benefícios como proporcionar 

uma baixa geração de calor sob atrito, alta resistência a rupturas, boa resistência a abrasão, além das suas características 

elásticas e natureza à prova d'água, que são consideradas excelentes para aplicação em composições de pneus, material bélico, 

transporte e outros (Zwart, Krabbenborg, & Zwier, 2015; Men, Wang, Chen, Zhang, & Xian, 2019). Devido à crescente 

demanda por borracha natural, a cultura de tecidos e a genética são técnicas promissoras que podem ser usadas na seleção 

precoce para o melhoramento em Hevea e produção em larga escala (Venkatachalam, Geetha, Sangeetha, & Thulaseedharan, 

2013). 

Espécies lenhosas vêm sendo propagadas com relativo sucesso por meio da cultura de tecidos (Gomes, Paiva, Herrera, 

& Paiva, 2010). Essa técnica permite a rápida multiplicação de cultivares com características desejáveis, geneticamente 

idênticas e livres de doenças, sendo realizada por via direta (gemas adventícias desenvolvidas diretamente sobre o explante) ou 

indireta (proliferação e crescimento de calos por indução dos explantes) (Prammanee, Thumjamras, Chiemsombat, & 

Pipattanawong, 2011). No entanto, as contaminações causadas por microrganismos é um fator limitante na micropropagação de 

espécies lenhosas (Palú, Corrêa, Suzuki, & Boliani, 2011), e na micropropagação da espécie H. brasiliensis, estabelecer uma 

cultura asséptica e sem ocorrência de oxidações tem sido um desafio (Moradpour et al., 2016).  

O uso do Plant Preservative Mixture® (PPM) é uma das alternativas para prevenir e controlar contaminações 

microbianas em meio de cultivo in vitro, atuando como eletrófilos na reação de cisteína e glutationa (Niedz, 1998), uma vez 

que é um biocida sintético que penetra na parede celular e membranas de micro-organismos e inibe diversas enzimas 

mitocondriais, o PPM® atuando como um biocida de amplo espectro (Compton & Koch, 2001). 

O sucesso do cultivo in vitro está diretamente relacionado com a manipulação isolada ou combinada de reguladores 

vegetais como auxinas e citocininas (Wang et al., 2016). Segundo Tarrahi e Rezanejad (2013), esses reguladores, ácido 2,4-
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diclorofenoxiacético (2,4-D) é uma importante auxina sintética normalmente usada no meio de cultura como agente de 

indução de calos. Para o desenvolvimento de protocolos de micropropagação de uma dada espécie, é necessário primeiro 

estabelecê-la in vitro. No entanto, as exigências requeridas em condições in vitro variam muito entre as espécies (Miranda, 

Titon, Pereira, Fernandes, & Santos, 2019). 

No que diz respeito a organogênese in vitro em espécies de Hevea, ainda não existe um protocolo que seja eficiente 

para a propagação de clones produtivos em larga escala. Estudos têm sido realizados com micropropagação e fatores 

relacionados a produção de látex utilizando a cultura de tecidos vegetais com uma estratégia. Alguns avanços foram obtidos 

recentemente na micropropagação de H. brasiliensis, onde se obteve plântulas in vitro com sistemas radicular e aéreo 

desenvolvidos, porém estas plântulas estagnaram e morreram ainda no meio de cultura (Ighere, Anthony; Olayode, & Sunday, 

2011; Antwi-Wiredu, Amiteye, Diawuoh, Asumeng, & Klu, 2018). As principais limitações a serem resolvidas para esta 

espécie são hiperidricidade, oxidação e contaminação endógena (Máximo, Santos, Martins, Mendonça, & Paiva, 2018). 

Devido ao grande potencial econômico da borracha natural proveniente da seringueira, pesquisas com esta espécie 

estão voltadas principalmente para a produção de látex, visando propagação de clones de maior produtividade e produção 

precoce. Mesmo sendo possível identificar avanços nos estudos de micropropagação em Hevea spp., essa espécie ainda é 

propagada tradicionalmente por enxertia de mudas não selecionadas e a compreensão dos estímulos e condições necessárias 

para o estabelecimento do cultivo in vitro deste gênero permanece a necessidade de ser esclarecida, uma vez que ainda não há 

um protocolo que seja eficiente para a propagação de clones elites em larga escala. Aqui, nós hipotetizamos que o equilíbrio do 

meio de cultivo com substâncias controle e/ou minimize contaminações microbianas pode resultar em benefício para o 

ajustamento de protocolo para a propagação da seringueira. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar o 

efeito do regulador vegetal ácido 2,4-diclorofenoxiacético na indução de calos em segmentos foliares de seringueira (Hevea 

spp.), bem como o uso do PPM® na inibição de contaminações microbianas. 

 

2. Metodologia  

O experimento foi realizado no Laboratório de Morfogênese e Biologia Molecular da Embrapa Acre. Primeiramente, 

os explantes de folhas juvenis de seringueira foram coletados de árvores matrizes do clone FDR 5865 do banco de 

germoplasma do Campo Experimental da Embrapa Acre. A área experimental para a coleta do material vegetativo está 

localizada na região Sudeste do Estado do Acre (10U01’28"S,67U42’19"W), de clima equatorial (Am de Köppen), quente e 

úmido, com estação caracterizada por período de três meses de seca (junho a agosto) e auge do regime pluviométrico em 

fevereiro, apresentando temperatura média anual de 24,5 oC, no município de Rio Branco-AC (Duarte, 2006). 

Os segmentos foliares coletados (72 amostras) foram conduzidos ao laboratório e cortados no sentido longitudinal em 

forma geométrica com aproximadamente 1 x 1 cm, para visualização e contabilização dos calos ao final do estudo (Figura 1). 

Inicialmente foi realizado pré-assepsia nos explantes (lavagem em água corrente com detergente neutro durante 10 minutos, 

seguidos de lavagem em água destilada e autoclavada três vezes). 

 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.17639


Research, Society and Development, v. 10, n. 9, e17410917639, 2021 

(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.17639 
 

 

4 

Figura 1. Explante de folha de seringueira (Hevea spp.) indicando as regiões utilizadas como fonte de explante no cultivo in 

vitro. 

 

Fonte: Autores. 

 

Após a realização da assepsia dentro da câmara de fluxo laminar, os explantes foram submetidos a uma solução de 

álcool 70% (v/v) por 1 min., seguido de hipoclorito de sódio 2,5% com cinco gotas de detergente comercial neutro durante 20 

min. Em seguida, passaram por um tríplice lavagem em água destilada estéril e logo após foram imersos em solução de PVP 

(polivinilpirrolidona) (1g L-1) para evitar a oxidação fenólica dos explantes.  

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 30 mL de meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 

1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose e com diferentes concentrações do regulador vegetal 2,4-D (ácido 2,4-

diclorofenoxiacético) (0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 mg L-1) combinados com PPM® (0,0; 1,0 mL L-1).  O pH foi ajustado em 5,8 

antes da adição de ágar (6 g L-1), posteriormente foram autoclavados a 120 °C e 1 atm, durante 20 min. Em seguida, os tubos 

foram acondicionados na sala de crescimento a 25 ± 2 ºC, onde permaneceram na ausência luminosa durante 30 dias. Após este 

tempo, os explantes ficaram expostos a irradiância de 22,8 µmol/m2/s de fluxos de fótons fotossintéticos e 16 h de fotoperíodo 

durante 30 dias. As avaliações foram realizadas após 30 e 60 dias de cultivo, onde foram avaliados sobrevivência, oxidação 

fenólica, contaminação microbiana e formação de calos. 

O delineamento inteiramente casualizado (DIC) foi em esquema fatorial, diferentes concentrações de 2,4-D e de 

PPM®, totalizando 12 tratamentos com 6 repetições, sendo que cada repetição foi composta de 4 explantes.   

As análises estatísticas foram submetidas ao teste de normalidade, teste Kolmogorov–Smirnov e a homogeneidade das 

variâncias, teste de Bartlett, as variáveis foram transformadas, sempre que necessário, pela função: raiz de x + 0,5, sendo x o 

valor observado. Os dados foram submetidos a análise de variância e comparados pelo teste de Tukey (5%). O programa 

estatístico utilizado foi Sisvar 5.1 (Sistema para Análise de Variância) para as análises estatísticas (Ferreira, 2014) e para a 

montagem dos gráficos foi o programa SigmaPlot 2.0. 

 

3. Resultados  

As primeiras avaliações foram feitas aos 30 dias na ausência de luz, observamos que todos os tratamentos 

apresentaram oxidação nas bordas dos segmentos foliares (Figura 2). No entanto, aos 60 dias, verificou-se altas taxas de 

sobrevivência dos explantes, cerca de 93% (Tabela 1, Figura 3A), apresentando efeito significativo (p<0,05) para as diferentes 

concentrações de PPM® (Tabela 1).  
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Figura 2. Oxidação fenólica em segmentos de folhas juvenis de seringueira (Hevea spp.) em resposta aos tratamentos de 

indução de calogênese. 

 

Fonte: Autores. 

 

Tabela 1. Porcentagem sobrevivência de explantes foliares de seringueira (Hevea spp.) em resposta aos tratamentos para 

indução de calogênese. 

Tratamento 
Sobrevivência 

Média 

2,4-D*  72,91 b 

2,4-D + PPM** 93,05 a 

CV (%) 16,44 

Médias seguidas de mesma letra na coluna, não diferem 

entre si pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade. * Auxina: 2,4-D - Ácido 2,4-
diclorofenoxiacético **Biocida: PPM® -Plant Preservative 

Mixture. 

Fonte: Autores. 
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Figura 3. Porcentagem de (A) sobrevivência, (B) oxidação fenólica e (C) contaminação em segmentos foliares de seringueira 

(Hevea spp.) em resposta aos tratamentos de indução de calogênese. 

 

Fonte: Autores. 

 

Já as diferentes concentrações do regulador vegetal 2,4-D, não observamos efeito significativo (p>0,05) assim como 

na interação entre estes dois fatores. As oxidações fenólicas apresentaram diferenças significativas apenas para o uso do PPM®, 

onde a média de oxidação em todos os tratamentos foi cerca de 93%. Quanto as concentrações de 2,4-D não tiveram efeito 

significativo assim como a interação entre estes dois fatores (Tabela 2). Mesmo não havendo diferença estatística conforme 

pode ser observado na Figura 3B, verificou-se que o uso do PPM® proporcionou uma maior porcentagem de oxidação fenólica 

nos segmentos foliares. 
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Tabela 2. Resumo da ANOVA para as variáveis taxa de sobrevivência, oxidação fenólica e taxa de contaminação em função 

das doses de 2,4D e da presença de PPM. Dados transformados: Raiz quadrada de Y + 0.5 - SQRT ( Y + 0.5 ). 

F.V. G.L. Quadrado médio 

Sobrevivência  Oxidação Contaminação 

2,4D 5 0,0433ns 0,0536 ns 0,0794 ns 

PPM 2 0,7824* 0,7925* 1,9799 * 

      2,4D x PPM 5 0,0522 ns 0,0624 ns 0,1077 ns 

CV%  16,44 17,53 26,63 

* Teste F significativo ao nível de 5% de probabilidade, ns não significativo. Fonte: Autores. 

 

Avaliando as contaminações por microorganismos, a interação dos fatores concentrações de 2,4-D e presença 1 mL L-1 

de PPM® aliado ao procedimento de desinfestação empregado durante a fase de manipulação dos explantes, observamos que 

contribuiu para a redução da contaminação microbiana, mostrando a eficácia desse protocolo no que diz respeito as 

contaminações, como observou-se para contaminações bacterianas, sem contaminação (0%) em todos os tratamentos. Apesar 

de apresentar baixo índice de contaminação fúngica onde a média entre todos os tratamentos testados foi de 23% (dados não 

apresentados). A presença 1 mL L-1 de PPM® aliado as concentrações de 2 e 4 mg L-1 de 2,4-D no meio de cultura apresentou 

efeito significativo no controle de contaminação fúngica (0%), conforme pode ser observado na figura 3C. A baixa 

porcentagem de contaminação obtida reflete a eficiência do método de desinfestação adotado neste trabalho. 

Em relação a formação de calos, não foi observada diferença significativa entre os tratamentos empregados (p>0,05), 

pois apresentou baixo índice de indução de calos, sendo possível observação em um explante no tratamento contendo 1 mg L-1 

de 2,4-D e 1 mL L-1 de PPM®, iniciando sua formação após 30 dias de cultivo, com 60 dias ele apresentou consistência 

compacta e coloração branca (Figura 4). 

 

Figura 4. Segmentos foliares de seringueira (Hevea spp.) após 60 dias de incubação em meio de cultura MS suplementado 

com 1 mg L-1 de 2,4-D e 1 mL L-1 de PPM, com a presença de calo. 

 

 
Fonte: Autores. 

 

Passados os 60 dias de cultivo, o calo foi transferido para novo meio de cultivo MS com a mesma formulação de 

origem, a fim de promover continuidade em seu desenvolvimento. Porém, este oxidou e morreu após 90 dias de cultivo (Figura 

5). 
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Figura 5. Segmento foliar de seringueira (Hevea spp.) com a presença de calo oxidado após 90 dias de incubação em meio de 

cultura MS. 

 

Fonte: Autores. 

 

4. Discussão  

A oxidação nas bordas dos explantes foliares (Figura 4) foi observada nas primeiras avaliações, aos 30 dias mesmo na 

ausência de luz, mostrando as dificuldades encontradas em estabelecer protocolos para espécies de Hevea spp., uma vez que, o 

cultivo direto do material após a desinfestação e a não ambientação no escuro promovem alto índice de oxidação fenólica, 

inviabilizando o cultivo (Freitas, Contim, Dias, Ferreira, & Santos, 2011). No entanto, apesar da oxidação fenólica ser um 

problema nos cultivos in vitro, também podem ser um indicativo para o início do processo de desenvolvimento do explante. 

Adicionalmente, esse estresse oxidativo é necessário para a indução no processo de desenvolvimento do explante. O excesso 

de compostos fenólicos desencadeia a oxidação, levando ao escurecimento do calo, à senescência dos tecidos e até mesmo a 

moralidade do mesmo (Jo, Dos Santos, Bueno, Barbosa, & Floh, 2014; Wickramasuriya & Dunwell, 2015). No entanto, a 

variação de intensidade desse processo de oxidação pode ser inerente às diferentes espécies ou variedades (Paiva, Paiva & 

Pasqual, 2007).  

Aos 60 dias de cultivo, verificou-se alta porcentagem de sobrevivência dos explantes e eficiência no controle de 

contaminação bacteriana. Estudos realizados com gemas axilares de erva-mate (Ilex paraguariensis), com o objetivo de 

estabelecer um protocolo de desinfestação utilizaram as mesmas concentrações de PPM® descritas no presente trabalho e 

corroborando com o presente estudo, encontraram altas taxas de sobrevivência cerca de 98%, sendo eficaz para o controle da 

contaminação (Dutra, Hansel, & Wendling, 2008). Por outro lado, proporcionou altas taxas de oxidação (100%), apresentando 

efeito fitotóxico para a cultura. Estudos de Leão, Raposo, Da Silva e Sampaio (2020), observaram o estabelecimento de bambu 

usando 2,0 mL L-1 de PPM®, o que mostrou ser eficiente contra o ataque de bactérias e fungos, e ainda benéfico para a 

regeneração e sobrevivência de rebentos. 

A oxidação fenólica é um dos problemas mais frequentes, especialmente no período de estabelecimento do cultivo in 

vitro de espécies lenhosas (Sato et al., 2001). A exsudação de compostos fenólicos causa escurecimento e necrose dos tecidos 

que sofreram algum tipo de injúria, após a lesão surge formação de quinonas (substância fitotóxica) em função da ação de 

enzimas polifenases com os compostos fenólicos, obstando a assimilação dos componentes do meio de cultura e o 

desenvolvimento da planta (Azofeifa, 2009; Mudoi, Saikia, & Borthakur, 2014). 

Contaminações são consideradas como um dos fatores limitantes à cultura de tecidos de espécies lenhosas, merecendo 

atenção especial. Vale ressaltar, que muitos contaminantes são observados somente após algumas semanas de cultivo, o que 

indica a possibilidade de microrganismos endofíticos existentes nos tecidos (Palu, 2011).  Afim de contornar essa barreira, 

estudos tem apontado o uso satisfatório do PPM® na eliminação dos contaminantes em várias espécies na cultura de tecidos 

vegetais (Dutra et al., 2008; Leão et al., 2020). 
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Compton e Koch (2001), ao investigar os efeitos de diferentes concentrações de PPM® na organogênese in vitro de 

melão (Cucumis melo L.), petúnia (Petunia Juss) e tabaco (Nicotiniana L.), constataram que resposta morfogenética referente 

ao uso de diferentes concentrações do biocida depende de cada espécie, podendo ou não afetar a regeneração in vitro. No 

presente estudo foi utilizado uma dosagem constante deste biocida (1 mL L-1), tornando-se necessário outras pesquisas com 

dosagens mais baixas para verificar o efeito desta substância sobre o estabelecimento de condições in vitro, em explantes 

foliares de Hevea spp. 

 

5. Conclusão  

O protocolo utilizado 1 mL L-1 de PPM® foi capaz de promover uma eficiente desinfestação dos explantes foliares de 

Hevea spp.. No entanto, as concentrações utilizadas de 2.4 D não foram responsivas ao ponto de consolidar indução robusta de 

calogênese. O fato é que na concentração de 1 mg L-1 de 2,4-D observou se presença de calogênese e esta evidência sugere que 

o aprofundamento na abordagem dos níveis de concentração do 2,4-D e testagem de tecidos mais jovens com uma prevenção 

efetiva de oxidações pode ser a melhor alternativa para se obter respostas seguras para indução de calogênese a partir de folhas 

de seringueira. 
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