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RESUMO

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) € uma espécie arbérea nativa da Amazonia brasileira
com elevado potencial econdmico, dada a grande apreciacdo de seus frutos, contudo apresenta
dificuldades em sua propagacdo vegetativa devido ao longo periodo de tempo para que a
germinagdo se complete, e ainda uma baixa porcentagem de sobrevivéncia. Portanto, o uso de
técnicas in vitro, como a germinacao e a organogénese, podem se tornar excelentes alternativas
para propagacdo desta espécie. Assim, este trabalho teve como objetivo estabelecer a
germinagdo e a organogénese in vitro a partir de frutos imaturos de P. insignis, como estratégia
biotecnoldgica para propagacdo desta frutifera amazodnica. No capitulo II foi realizado o
estabelecimento e germinagdo in vitro a partir de frutos imaturos de P. insignis. Os frutos foram
coletados de diferentes matrizes localizadas no municipio de Bacabeira - MA, previamente
desinfestados e inoculados em diferentes meios de cultura com e sem reguladores de
crescimento. Aos 60 dias apds a inoculacdo (DAI), foi possivel observar que as sementes
mantidas nos tratamentos sem adi¢do de reguladores de crescimento (T1 - dgar + dgua destilada
e T2 — MSO) apresentaram resultados superiores ou iguais a tratamentos com adi¢do dos
reguladores de crescimento. No capitulo III, experimentos foram estabelecidos com objetivo de
induzir a organogénese a partir de explantes de parte drea, calos e radiculas dos embrides
imaturos previamente germinados in vitro de P. insignis. Foram realizados cinco experimentos,
utilizando meio MS suplementado com diferentes concentragdes de reguladores de
crescimento. Os resultados demostraram que houve a organogé€nese indireta a partir de
explantes de calos de parte aérea amorfa de Platonia insignis, quando inoculados em meios
com 78,12 uM e 156 uM de BAP. Os explantes de parte drea normal proporcionaram a
formacgdo de novas gemas axilares, podendo ser utilizado como fonte de explantes, contudo,
nao havendo diferencas significativa entre os meios testados. Este € o primeiro estudo sobre a
germinacdo e organogénese in vitro de Platonia insignis, demonstrando resultados
potencialmente promissores para o processo de domesticacdo da espécie, com redugdo do
tempo de germinacdo para cerca de 60 dias apOs inoculagdo em condigdes de cultivo in vitro, e
a possibilidade da sua multiplicac@o a partir da organogénese in vitro com uso de explantes de
calos de parte aérea anormal.

Palavras-chave: Biotecnologia; Cultura de tecidos; Micropropagacdo; Fruteiras nativas;
Calogénese.
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CAPITULO1
OS DESAFIOS DA PROPAGACAO DO BACURIZEIRO (Platonia insignis):

Revisdo de literatura de uma espécie nativa da Amazona Oriental
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1.  REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Aspectos botanicos do Bacurizeiro (Platonia insignis Mart.)

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) pertence a divisdo Angiosperma, familia
Clusiaceae, subfamilia Clusioideae e ao género Platonia, classificada como monotipo. A
familia botanica Clusiaceae engloba cerca de 800 espécies a 15 géneros alocados em trés tribos:
Clusieae, Garcinieae e Symphonieae (STEVENS, 2001), dispersos em regides tropicais e
subtropicais do mundo (BARROSO et al., 2002).

Entre as espécies frutiferas nativas da AmazoOnia brasileira, sdo encontrados cinco
representantes dessa familia, sendo a mais importante, do ponto de vista econdmico, 0
bacurizeiro (Platonia insignis Mart.), as demais pertencem ao género Rheedia, e sdo conhecidas
como bacuri-mirim (Rheedia gardneriana Miers. ex. Pl et.Tr.), bacuripari liso (Rheedia
brasiliensis (Mart.) Pl. et.Tr.), bacurizinho (Rheedia acuminata (R. et. P.) Pl. et. Tr.) e
bacuripari (Rheedia macrophylla (Mart.) Pl. et. Tr.), todas de porte e frutos bem menores, e de
qualidade inferior, que o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) (CARVALHO, 2007).

O bacurizeiro foi primeiramente descrito pelo botanico brasileiro Manuel Arruda da
Céamara, em 1816, que o enquadrou no tdxon genérico Moronobea € o denominou de
Moronobea esculenta Arruda da Camara (ENGLER, 1888). Em 1832, o botanico alemao Karl
Friedrich Phillip von Martius, reconhecendo a impropriedade da inclusdao do bacurizeiro no
género Moronobea, criou o género Platonia e o denominou de Platonia insignis Mart. Essa
designacdo, de uso generalizado no Brasil, pois é como a espécie estd grafada na Flora
Brasiliensis (ENGLER, 1888), foi considerada como ilegitima, em meados do Século XX, pelos
botanicos H. W. Rickett e F. A. Stafleu, pelo ndo-reconhecimento do epiteto especifico basico,
que deve ser respeitado por direito de propriedade quando uma espécie € transferida para outro
tdxon genérico (FERNANDES, 1996).

Diante desse fato, Rickett & Stafleu (1959) propuseram uma nova combinacdo —
Platonia esculenta (Arruda da Camara) Rickett et Stafleu, reconhecendo, nesse caso, o
basonimo. No entanto, essa nova combinagdo, desde a sua proposi¢do, foi de uso bastante
limitado, pois persistia a duvida se o tipo descrito por Manuel Arruda da Camara correspondia,
efetivamente, a Platonia insignis Mart. A duavida era decorrente do fato de que algumas
caracteristicas descritas para Platonia esculenta (Arruda da Camara) divergiam completamente

de Platonia insignis Mart.
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Rijckevorsel (2002), apds andlise criteriosa e detalhada das monografias publicadas
sobre o bacurizeiro no Século XIX, concluiu pela validade do nome Platonia insignis Mart.
Essa conclusdo foi baseada no fato de que o nome Moronobea esculenta esta associado a uma
publicacdo duvidosa, com descricdo precdria, sem diagnose e com somente uma ilustracdo
servindo como tipo, enquanto que o nome Platonia insignis estd suportado por descri¢do e
diagnose precisas, com ilustragdes € bom material de herbdrio. O nome genérico Platonia é
uma homenagem ao filésofo grego Platdo (BARROSO et al., 2002). O epiteto especifico
insignis significa notdvel, insigne, importante, grande, aquele que chama a atengdo (RIZZINI e
RIZZINI, 1983; FERREIRA, 1998), isso em alusdo ao porte e a utilidade da planta, e também
ao tamanho, sabor e aroma do fruto.

O bacurizeiro € uma arvore de médio a grande porte, mede de 15 a 25 m de altura,
podendo alcangar até 30 m, com tronco reto de até 1 m de didmetro, casca espessa e as vezes
enegrecida nos individuos adultos, fortemente fendida e com ritidoma sem esfoliacdo, quando
cortada exsuda um latex amarelado e resinoso. A copa tem formato variado, porém é comum o
formato de cone invertido. Os ramos ou galhos, normalmente, crescem formando um angulo de
50 a 60° em relagdo ao tronco (CAVALCANTE, 1996; MORAES et al., 1994) (Fig. 1A).

As plantas de bacurizeiro possuem folhas simples e opostas, pecioladas, textura
subcoridcea a coridcea, de formato eliptico-obovadas, medindo de 15 a 20 cm de comprimento
e de 6 a9 cm de largura, glabras e verde-brilhosas na face superior; dpice e base agudos, peciolo
curto e achatado ventralmente, possuindo ainda pequenas alas (MOURAO e BELTRATI,
1995a). As flores sao hermafroditas e androginas, actinomorfa, polistemone, grandes (cerca de
7cm de comprimento e 3cm de didmetro), solitdrias e terminais, de coloragdo branco-rdésea a
amarela. O célice € imbricado, com sépalas livres, e a corola é pentdmera e de coloracdo
variando de réseo claro a réseo intenso (MOURAO e BELTRATI, 1995b, c).

O fruto € uma baga volumosa, oniloculada, de formato ovoide a arredondado ou
subglobosa, de tamanho varidvel, com didmetro variando entre 7 e 15 cm e peso médio entre
350 e 400 g. Em alguns casos, porém, plantas podem produzir frutos que podem alcancar até
900 a 1000 g (CAVALCANTE, 1996; MORAES et al., 1994; MOURAO e BELTRATI, 1995a,
b). O epicarpo € delgado, com maior frequéncia de cor amarela, raramente apresenta a coloracao
verde-amarelada, marrom-avermelhada ou verde. O mesocarpo € espesso e de consisténcia
coridcea, repleto de vasos lactiferos, exsudando substancia resinosa de cor amarela, quando
cortado ou ferido. O conjunto formado pelo epicarpo e mesocarpo, popularmente denominado

de casca, apresenta espessura de 1 a 2 cm, de colorag¢do variando de verde a amarelo-citrino,
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lisa e lustrosa, rigido-coridcea, quebradiga, carnosa e resinosa (CAVALCANTE, 1996) (Fig.
1B).

A polpa corresponde ao endocarpo, é macia e delicadamente fibroso-mucilaginosa, de
coloragao branca a branco-amarelada e fortemente aderida a semente, possuindo aroma e sabor
bastante agraddveis (CAVACANTE, 1996; MOURAO e BELTRATI, 1995b).

As sementes sdo grandes e superpostas, andtropas e de formato oblongo-anguloso ou
elipsoide. S@o oleaginosas, ligeiramente concavas na parte correspondente a linha da rafe e
convexa no lado oposto; normalmente, apresentando-se em nimero de um a quatro por fruto,
raramente cinco, € medindo em média de 5 a 6cm de comprimento e 3 e 4 cm de largura
(CAVALCANTE, 1996; CLEMENT e VENTURIERI, 1990; MOURAO e BELTRATI,
1995b) (Fig. 1C).

Figura 1. (A) Arvore de Platonia insignis em sua vegetacdo natural no municipio de Santa Rita,
Maranhio — Brasil. (B) Fruto imaturo e (C) semente. Barra: 1cm.

1.2 Centro de origem e distribuicao geografica
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O bacurizeiro é uma espécie de origem amazdnica encontrado no século XX nas
margens do Rio Pard (HUBER, 1904), na mesorregido Nordeste Paraense, que engloba as
microrregides Salgado, Bragantina, Cametd, Tomé-Acu e Guamd, considerdveis fragmentos de
floresta secundaria, tendo como espécie dominante o bacurizeiro (CARVALHO, 2007). Nessas
microrregides, em particular nas trés primeiras, o bacurizeiro prolifera em multiplicidade de
tipos, que se distinguem entre si pela coloracdo das flores, tamanho, cor e formato do fruto;
espessura da casca, tamanho das sementes, nimero de sementes por fruto e rendimentos
porcentuais de casca, polpa e sementes, entre outras caracteristicas. Na microrregido Arari, na
ITha de Marajo, a espécie ocorre predominantemente em areas abertas € mais raramente em
floresta primaria (CARVALHO, 2007).

Do estado do Para, o bacurizeiro se dispersou em direcdo ao Nordeste do Brasil,
alcancando os cerrados e os chapaddes dos estados do Maranhdo e Piaui, onde forma
povoamentos densos em dreas de vegetacao secunddria. Na direcdo sul, a dispersdo atingiu os
estados do Tocantins e do Mato Grosso, chegando a romper as fronteiras do Brasil, pois trata-
se de uma espécie nativa, porém ndo endémica do Brasil, com registro de ocorréncia no
Paraguai e no Equador (CAVALCANTE, 1996). No Brasil, a espécie ocorre nas regides Norte
(Amazonas, Para, Roraima) e Nordeste (Maranhdo) (FLORA DO BRASIL, 2017). A
frequéncia de ocorréncia € baixa, variando, normalmente, de 0,5 a 1,0 individuo por hectare,
porém, ocasionalmente pode ser encontrado em populacdes de 50 a 100 individuos por hectare
(CLEMENT et al., 1990).

No estado do Maranhdo, o bacurizeiro forma densos aglomerados ou povoamentos,
principalmente nas dreas de chapadas (FERREIRA et al, 1987; MACEDO, 1995),
apresentando-se disperso nas regides da pré-amazonia, baixada maranhense e nos cerrados do

extremo sul e do baixo Parnaiba (SOUZA et al., 2000).

1.3  Caracteristicas organolépticas e morfoldégica dos frutos

Em populagdes naturais de bacurizeiro sdo encontrados frutos de diferentes
caracteristicas organolépticas e morfoldgica nos frutos. Na drea de germoplasma, o estudo de
Guimardes et al. (1992), um dos poucos encontrados na literatura, foram coletados e caracterizados
frutos de 15 matrizes de bacurizeiro de ocorréncia na Ilha do Maraj6-PA, havendo expressiva
variabilidade fenotipica para as caracteristicas das plantas e dos frutos, indicando ser a area,
importante centro de diversidade da espécie. Somente uma variedade de bacurizeiro é

conhecida: a de flores réseas, entretanto, tem-se observado alguns raros pés de bacuri com flores
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brancas (MANICA, 2000). As variagdes de frutos quanto a forma sdo classificadas como:
bacuri-comprido, bacuri-oblongo e bacuri sem semente, com maior percentagem de polpa
comestivel. Ndo existem variedades nem clones definidos e devidamente avaliados e
caracterizados de bacurizeiro (MANICA, 2000). Em média, de uma planta adulta de bacurizeiro
colhe-se 500 frutos, com peso médio variando de 350 a 500 gramas, sendo que algumas plantas
chegam a produzir 900 a 1000 frutos. (VILLACHICA et al., 1996, CAVALCANTE, 1996). Em
plantas enxertadas, ainda nao se dispde de dados de producdo. Cavalcante (1996) cita que o
rendimento de polpa € em média de 10 a 13%, porém, em algumas plantas matrizes ja foram
relatados teores de polpa em torno de 30%. Em trabalhos realizados pela Embrapa Meio-Norte,
foram selecionadas plantas matrizes que produziram frutos com teor de polpa em torno de 27%
(GIACOMETTIL, 1993).

A colheita de frutos diretamente da planta no estadio “de vez” (inicio da pigmentacao
amarelada), proporcionou uma melhor qualidade final, caracterizando-se no melhor estddio de
maturacdo para a colheita do bacurizeiro (TEIXEIRA, 2000). Alguns indices para a colheita
desses frutos podem ser sugeridos, tais como: 15 °Brix de SS; 0,68% de AT e 22 para a relagdo
SS/AT, e epicarpo com coloragdo predominantemente amarela, correspondendo a um conteudo
de clorofila total de 15mg 100g™! na casca fresca. (TEIXEIRA, 2000)

Os principais tipos de frutos de bacuri, segundo classificacdo proposta por Calvazarra
(1970), sdo: bacuri comprido — fruto de comprimento maior que o diametro e geralmente
apresenta até cinco sementes; bacuri redondo — frutos com medidas de comprimento e didmetro
semelhantes; bacuri sem sementes — fruto desprovido de sementes e de tamanho pequeno,
aproximadamente 6 cm de comprimento; bacuri peito de moga — fruto pronunciadamente
oblongo e ovalado, com leve protuberancia no dpice; bacuri preto — esse tipo, encontrado na
ilha do Maraj6, estado, apresenta frutos com casca rugosa e coloracdo marrom-escura, quando
completamente maduro.

Geralmente os frutos s@o oriundos de ovarios com seis l6culos e, com grande frequéncia,
contém seis sementes. O rendimento porcentual de polpa dos frutos geralmente é inferior a
10%; o bacuri verde - fruto com epicarpo de cor verde-escura, mesmo quando em completo
estadio de maturacdo. Geralmente de formato arredondado, ou levemente oblongo; bacuri-agu
- fruto de tamanho grande, geralmente com peso igual ou superior a 700 g, em alguns casos,
ultrapassando a barreira de 1.000g. Frutos desse tipo podem apresentar até 11 sementes; bacuri
casca fina — fruto com peso entre 160 e 375 g, formato ovalado e com extremidade apical

ligeiramente pontiaguda, espessura da casca inferior a 0,9 cm, nimero de sementes por fruto
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variando entre um e quatro. Flor branca - bacurizeiros que apresentam flores com pétalas de
coloragdo creme uniforme, bem diferente dos tipos mais frequentes, cujas flores tém pétalas,
predominantemente, de cor rosea em diferentes tonalidades. Dentro desse tipo sdo encontrados
frutos de diferentes tamanhos e formatos (CALVAZARRA, 1970).

Em geral, tem-se observado que os frutos compridos apresentam maiores teores de polpa
e sOlidos solaveis (°Brix) que os frutos redondos ou arredondados. Os frutos sem sementes, por
sua vez, além de serem demasiadamente pequenos, possuem polpa pouco macia e meio
quebradica, portanto, ndo apresentando caracteristicas desejdveis para a comercializacdo, quer

seja na forma “in natura” ou na polpa congelada (SOUZA et al., 2000).

1.4  Aspectos economicos

O fruto do bacuri € bastante apreciado no mercado de Sdo Luis - MA, Teresina - Pl e
Belém - PA. Pode ser aproveitado como fruta fresca para consumo in natura e para a
agroindustria de polpa, sorvetes e derivados. Segundo o censo agropecudrio de 2017 do IBGE
(2016/2017), a producdo brasileira de bacuri concentra-se nas regidoes Norte (86,0%) e Nordeste
(13,5%), com o Pard e o Maranhdo como os maiores produtores do fruto. As demandas do
mercado para a polpa do bacuri sdo semelhantes as do acai (Euterpe oleracea) e do cupuagu
(Theobroma grandiflorum), em que se verifica um evidente conflito entre a oferta natural e a
crescente pressdo da demanda dessas fruteiras devida sua sazonalidade (MENEZES et al.,
2012). No entanto, apesar da multiplicidade de uso, apenas a polpa tem sido utilizada de forma
econdmica, sendo o seu principal produto (CLEMENT e VENTURIERI, 1990).

A casca (epicarpo e mesocarpo) constitui a maior por¢ao do fruto, apresenta sabor e
odor semelhantes ao da polpa e, portanto, com excelentes qualidades para aproveitamento na
fabricacdo de doces e refrescos, porém Mourdo e Beltrati (1995c) relatam que esse
aproveitamento nio tem ocorrido devido ha forte presenca de resina nessa parte do fruto, no
entanto a extracao da resina seria de grande importancia para utilizagdo como flavorizante, uma
vez que a mesma apresenta o mesmo sabor e odor da polpa.

A espécie apresenta elevadas concentragdes de dcidos graxos, principalmente o oleico
e o palmitico, conferem as sementes de bacuri bom valor de uso para a industria, especialmente
a de sabdo, no meio rural, o 6leo recebe a denominagao de “banha de bacuri”, bastante utilizada
no tratamento de diversas dermatoses, além do uso como cicatrizante de ferimentos em animais

e na fabricacdo de sabao (MOURAO, 1992; CAVALCANTE, 1996). O farelo resultante do
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beneficiamento das sementes € aproveitado como adubo, como também, na alimenta¢cdo animal
(MOURAQO, 1992).

Além do uso como alimento, o bacurizeiro € considerado uma espécie bastante
promissora para a producdo de madeira de alta qualidade (MORAES et al., 1994;
VILLACHICA et al.,, 1996). Possui madeira compacta e resistente (0,80-0,85g cm?3 de
densidade) e de boas propriedades fisico-mecanicas, dura ao corte, apresenta textura grossa e €
altamente resistente ao apodrecimento e moderadamente resistente ao ataque de cupins.
Apresenta, ainda, cerne de coloracdo bege-rosado e alburno de bege-claro, e pode ser utilizada
em obras hidrdulicas, nas construcdes naval, civil e em carpintarias, para a fabricacdo de
moveis, tacos, esteios, ripas, dormentes e embalagens pesadas (PAULA e ALVES, 1997).

O setor madeireiro do bacuri vem sendo estudado por industrias cosmética e
farmaceéutica, pois sua casca apresenta atividade antioxidante (NASCIMENTO et al., 2014) e
potencial fotoprotetor (YAMAGUCHI, 2015). A caracterizacdo desta matéria-prima mostrou
que a casca do bacuri tem potencial para a agregacdo de valor, uma vez que apresenta boa
composi¢do nutricional, destacando-se fibras e compostos bioativos (CARMO et al., 2016).

Alguns subprodutos como a manteiga de sementes de bacuri apresentou atividade contra
leishmaniose tegumentar (BARROS et al., 2012), extratos da casca e da semente do fruto do
bacurizeiro apresentaram atividade antiepiléptica (SILVA et al. 2016) e o 6leo das sementes de
bacuri revelou potencial cicatrizante (SANTOS-J UNIOR et al., 2010; COSTA-JUNIOR et al.,
2011). Apesar da valorizacdo dos seus subprodutos, como cosméticos e farmacos, ainda sdao
escassos os cultivos comerciais dessa espécie, o que se deve as dificuldades da producao de
mudas e das técnicas de manejo (ARAUJO et al., 2007). A maior parte da producio do bacuri
¢ oriunda da atividade extrativista, o que ndo tem sido suficiente para suprir a demanda do

mercado consumidor (SILVA et al., 2010).

1.5  Propagacao do bacurizeiro

A propagacao do bacurizeiro pode ser realizada de forma sexuada a partir da germinacao
de sementes ou assexuada com a regeneracdo da raiz primdria, uso de brotagdes naturais de
raizes de plantas adultas ou de técnicas como a enxertia e a micropropagacdo (CARVALHO e

MULLER, 1996).

Apesar das vdrias técnicas de propagacdo, os bacurizeiros apresentam producao
irregular, pois trata-se de uma espécie com autoincompatibilidade esporofitica, apresenta flores

grandes, actinomorfas e hermafroditas (SARAIVA et al., 2013). Na natureza, € necessdrio a
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presenca de alguns pdssaros, como o periquito-de-asa-dourada, para o transporte do pdlen de
uma planta de bacurizeiro para outra, e que tenham compatibilidade, sendo necessario em torno

de pelos menos dez tipos de frutos, assim evitando mudas incompativeis (SHANLEY et al.,

2010).

1.5.1 Propagacao sexuada

O principal obstaculo para a formag¢do de mudas de bacurizeiro por via sexuada € o
tempo considerado longo (média de 589 dias) para que as sementes completem o processo de
germinacdo. Além disso, a germinacdo € bastante desuniforme, com algumas sementes
variando de 180 a 900 dias apds a semeadura (CARVALHO et al., 1998).

A demora na germinacdo € decorrente do fato de que as sementes exibem um tipo
particular de dorméncia, cujo sitio de acdo estd localizado na plimula, por tanto a
desuniformidade ocorre em fun¢do da variacdo no grau de dorméncia entre sementes. Esta
caracteristica tem forte influéncia com seu componente genético, existindo genotipos cujas
sementes apresentam porcentagem de germinagado superior a 30% (CARVALHO et al., 1998).

Outros fatores também limitam a implantacdo de pomares com mudas oriundas de
sementes é o fato de o bacurizeiro ser uma espécie alégama (MAUES e VENTURIERI, 1996),
e apresentar longa fase juvenil (CALZAVARA, 1970). O primeiro fator condiciona grandes
variacOes entre plantas de um pomar, devido a segregacdo e a recombinagdo génica, mesmo
quando as sementes sdo provenientes de um sé individuo. A longa fase jovem de plantas
propagadas pela via sexuada faz com que as mesmas s6 entrem em fase reprodutiva dez a doze
anos apos o plantio (LIMA, 2007).

Existe quatro fases morfologicas bem definidos que sdo observados no processo
germinativo das sementes: a ruptura do delgado e tegumento pela raiz priméria; o crescimento
vigoroso da raiz primdria, a emergéncia do epicétilo considerado a fase mais lenta e
desuniforme e por ultimo ocorre a abertura do primeiro par de folhas, estando a plantula, entao

com todas as suas estruturas essenciais claramente definidas (CARVALHO, et al., 1998)

1.5.2 Propagacio assexuada

O processo de propagacao assexuada mais utilizado para o bacurizeiro é a enxertia por
garfagem no topo em fenda cheia, em que envolve primeiramente a formagao do porta-enxerto,

que é o proprio bacurizeiro obtido por semente ou por regeneracdo da raiz priméria, sendo
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considerado método de fécil execucdo e maior rendimento de mao-de-obra, proporciona maior
percentagem de sucesso (CARVALHO e MULLER, 2007). A brotacdo dos enxertos inicia-se
20 dias apds a enxertia, podendo, prolongar-se por até 80 dias, ocasido em que a porcentagem
de enxertos brotados atinge valor em torno de 80% e 42%, para os métodos de garfagem no
topo e garfagem lateral no alburno, respectivamente. (CARVALHO et al., 2002). A enxertia
possibilita que as plantas entrem em fase reprodutiva cinco a seis anos apos o plantio (PERES
et al., 1997).

O sucesso deste método de propagacao depende de outros fatores, da época de retirada
das ponteiras e do didmetro dessas. Obtém-se maior percentagem de enxertos pegos quando as
ponteiras sdo retiradas antes da troca total das folhas da matriz que se deseja propagar.
Geralmente, no periodo compreendido entre os meses de novembro a maio, as ponteiras estao
em estagio ideal para serem enxertadas, com folhas maduras, tecidos lenhosos e gema apical
em fase de dorméncia. Quando sdo utilizadas ponteiras oriundas de plantas que estejam em fase
de renovacao de folhas ou muito préximas dessa fase, a brotacdo dos enxertos se verifica em
curto periodo de tempo, antes mesmo de ocorrer a soldadura com o porta-enxerto, € a quase
totalidade dos enxertos senesce e morre (CARVALHO e MULLER, 2007).

O bacurizeiro exibe a capacidade de emitir abundantes brotacdes de raizes da planta-
mae. A emissdo de rebentos ocorre mesmo apds a derrubada da planta-mae, dependendo da
abundancia e da distribuicao espacial dos bacurizeiros, apds a derrubada desses, o nimero de
brotagdes oriundas de raizes é tdo grande que pode cobrir totalmente a superficie do terreno
(CARVALHO e MULLER, 2007). A obtenc¢do de mudas oriundas de rebentos de raizes é muito
dificil, pois a quase totalidade dessas estruturas ndo apresenta sistema radicular independente
e, quando da retirada da brotacao com parte do segmento de raiz que a originou, a sobrevivéncia
é baixa, pois o enraizamento das brotagdes é pouco provavel (CARVALHO e MULLER, 2007).

O processo em que se utiliza a raiz primaria de sementes em inicio de germinacio do
bacuri, quando comparado com a propagacao tradicional por sementes, € melhor por possibilitar
a formacgdo de mudas ou porta-enxertos no prazo de um ano, enquanto que, quando feito por
sementes, esse prazo € de dois anos e meio a trés anos (PERES et al., 1997). As sementes de
onde a raiz primadria foi destacada podem ser semeadas novamente, o que possibilita a obten¢do
de novos segmentos de raiz primdria. Nesse caso, o tempo requerido para que a raiz primaria
atinja comprimento igual ou superior a 1,10 m é maior, sendo requeridos em média 180 dias,
pois serdo necessdrias a cicatrizagdo e a regeneracao dessa raiz em fung¢do do pequeno segmento

que permaneceu ligado a semente (CARVALHO e MULLER, 2007). O sucesso na formacio
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de mudas por esse processo depende da formagdo de raizes na porcao basal do rebento.
Resultados superiores sdo obtidos quando se utilizam rebentos com altura inferior a 20 cm e
esses sdo retirados no periodo de chuvas, mas, mesmo nessa situa¢do, a sobrevivéncia no
viveiro é baixa, geralmente, inferior a 25% (LIMA, 2000). Necessitando assim de outras

técnicas de propagacdo com maior eficiéncia.

1.6 Cultura de Tecidos

O cultivo de plantas in vitro ou cultura de tecidos vegetais pode ser definido como o
cultivo em ambiente artificial sob condi¢des assépticas e controladas de células vegetais
isoladas, ou tecidos ou 6rgaos, que podem dar origem a plantas inteiras, diretamente do explante
ou indiretamente a partir de calos (LAKSHMANA et al., 2005). Trata-se de uma ferramenta da
biotecnologia, que compreende varios métodos de propagacao vegetal em laboratério, utilizada
para o estudo do metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reproducdo de plantas com
propriedades desejaveis, tais como plantas livres de pragas e doengas, € o acumulo de
substancias ativas de interesse comercial (LAKSHMANA et al., 2005).

As técenicas da cultura de tecidos tém sido utilizadas no desenvolvimento de cultivares
superiores de plantas (CHENGALRAYN et al., 2005), porém, a sua aplicacdo na propagacgao
vegetativa in vitro ou micropropagacao € considerada de grande impacto, pois tem como
principal objetivo a aceleracio dos métodos convencionais de propagacdo vegetativa
(DONATO et al., 2005; LIMA e MORAES, 2006). Até o momento ndo ha trabalhos de cultura
de tecido com o bacurizeiro, porém outras espécies lenhosas ja se fazem uso da técnica, como
a Enterolobium contortisiliqguum (RODRIGUES et al., 2022), Eugenia involucrata
(CHARLENE et al., 2021) e Myracrodruon urundeuva (SILVA et al., 2021).

1.7  Micropropagaciao

As técnicas de micropropagagdo ou propagagao in vitro surgiram em meados do século
XX (THORPE, 2007), e desde entdo tém sido largamente utilizadas em diversas dreas, como
em estudos de biologia, agricultura, horticultura e silvicultura, e consistem em cultivar tecidos
vegetais de um determinado material de tamanho reduzido em condi¢des assépticas
(CANHOTO, 2010; KUMAR, 2011). Isto porque as células vegetais em meio artificial t€ém a
capacidade de regenerar e originar novas plantas por um processo conhecido por “totipoténcia”
(HUSSAIN et al., 2012), descrito por Haberland em 1902, a teoria da totipoténcia celular,

atribui que toda célula viva e nucleada possui potencial genético para desenvolver uma planta
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inteira, base tedrica da clonagem. Em geral, a micropropagagdo tem sido largamente utilizada
para diversos fins, nomeadamente na reproducdo de quantidades de plantas num periodo
relativamente curto e isentas de doengas, producdo de metabdlitos secundarios, € no
estabelecimento de populagdes que se encontram ameacadas ou em perigo de extingdo
(HUSSAIN et al., 2012).

A micropropagacdo pode ser definida como a propagacdo em larga escala de um
gendtipo selecionado por técnicas de cultura tecidos, pode ser também definida como a ciéncia
e a arte de multiplicar plantas in vitro (GUERRA, 2016), a aplicagdo mais pratica da cultura de
tecidos € a micropropagacdo, chamada assim devido ao tamanho dos seus explantes (TORRES
et al., 1998).

O principio bésico da micropropagacao € estabelecer um meio de cultura com todos os
componentes essenciais para o desenvolvimento de uma planta e a eficiéncia do protocolo de
micropropagacdo pode ser influenciada por varios fatores, especialmente a composi¢do do meio
basal e a concentracdo de reguladores de crescimento utilizados (EDWIN et al., 2008; FLORES
et al., 2015). De acordo com as necessidades fisiologicas da planta, sdo adicionadas fontes
carbono e nitrogénio, macronutrientes, micronutrientes, vitaminas e ou reguladores de
crescimento, por vezes um agente gelificante e pH ajustado para valores aceitdveis para
determinado tipo de espécie (CARVALHO et al., 2006; HUSSAIN et al., 2012).

A micropropagacdo di-se em diferentes fases: selecdo da planta mae; iniciagdo da
cultura (desinfestacdo dos explantes e transferéncia destes para o meio de cultura);
multiplicacdo (aumento do numero de propagulos), alongamento e enraizamento e aclimatagao
(transferéncia para condicdes ex vitro) (CANHOTO, 2010). O sucesso de um sistema de
micropropagacdo depende de grande nimero de varidveis, uma vez que cada espécie ou clone
apresenta caracteristicas unicas, determinadas por fatores genéticos (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998), podendo englobar trés técnicas, sendo elas a proliferacdo de meristemas
existentes no explante inicial, a inducdo de organogénese e a embriogénese somdtica
(CANHOTO, 2010).

A técnica da micropropagacdo pode ser realizada durante o ano todo, em larga escala e
sem problemas de sazonalidade (CROCOMO, 1989), podendo também ser utilizada como
mecanismo para solucionar problemas de espécies de dificil germinacdo pelos métodos
convencionais (PASQUAL et al., 1998). Além disso, a micropropagagdo tem sido ferramenta
util para a propagacao vegetativa nas mais diversas espécies vegetais, sendo a técnica dentro da

cultura de tecidos que mais tem difundido e encontrado aplicagdes praticas comprovadas (ERIG
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e SCHUCH, 2005). Com isso a micropropagac¢ao do bacurizeiro pode se tornar uma excelente

alternativa para superar gargalos existente na propagacao da espécie.

1.8  Germinacao in vitro

A germinacdo in vitro é uma alternativa para a propagac¢ao de plantas com alta qualidade
fitossanitdaria (NOLETO et al. 2016), tendo aplicabilidade para muitas fruteiras nativas da
Amazoénia e do Cerrado. Entretanto, essa germinagao pode ser influenciada por fatores externos
e internos capazes de determinar o sucesso dessa propaga¢do. Assim, compreender estes fatores
pode tornar possivel o controle e a manipulacio desta técnica em condicdes de cultivo in vitro
(NOGUEIRA et al., 2013).

Para que o processo de germinagdo in vitro ocorra de forma mais uniforme e com maior
percentual de sucesso possivel, alguns procedimentos podem ser adotados nas sementes, como
a identificacdo adequada de temperatura ambiente e a aplicacdo de reguladores vegetais
(FERRARI et al., 2008). Os niveis endégenos de hormonios presentes nas sementes sao
responsaveis por alteracdes no estado fisiolégico e bioquimico, que levam na retomada do
desenvolvimento embriondrio, sendo que estas alteragdes responsaveis pela ativacdo e sintese
de enzimas hidroliticas, quebrando as moléculas de reservas utilizadas para o crescimento do
eixo embrionario (MARCOS FILHO, 2015).

Condicdes ambientais apropriadas para o processo de germinacdo podem ser fornecidas
em laboratdrios por meio da multiplicacdo in vitro, assim, estudos de meios de cultura que
favorecam a germinacdo in vitro de espécies recalcitrantes sdo importantes, tanto para
maximizar a taxa de germinacao, como para obter plantulas uniformes e com qualidade genética
e fitossanitdria adequada (STEIN et al., 2007).

No melhoramento de espécies que apresentam problemas de dorméncia de sementes, ou
quando a frutificacdo é um processo prolongado, como as espécies arboreas lenhosas, a técnica
de cultivo de embrides imaturos na germinacdo in vitro, € uma excelente alternativa para
superar estes tipos de barreiras (CARVALHO, 2006). Dentre algumas espécies que
apresentaram sucesso em sua germinacao in vitro, podemos citar o Melocactus glaucescens e
Melocactus paucispinus, onde apresentaram reducdo de custos com o cultivo in vitro
(RESENDE et al., 2021), SILVA et al., (2021) obtiveram a germinacao de embrides de pinhao-
manso (Jatropha curcas L..) com meio MS V2, Silvério et al. (2020) com o desenvolvimento de
plantulas a partir da germinagao in vitro de pau-ferro (Caesalpinia paraguariensis (D. Parodi)

Burkart) e Rocha et al. (2015) com germinagdo de embrides zigéticos imaturos de Passiflora
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edulis, através do meio de cultura MS sem reguladores de crescimento e com diferentes
concentracdes de BAP (6-belzilamonopurina). Com base em estudos como estes € outros a
germinagdo in vitro do bacurizeiro pode possibilitar a aquisicdo de mudas de excelente

qualidade fitossanitdria e possivelmente acelerar a sua germinagao.

1.9  Organogénese

A organogénese € uma rota morfogénica, que pode ser induzida a partir da cultura de
tecidos, na qual hd uma regeneracio de células e tecidos a partir de um explante, oriundo de um
tecido vegetal, proporcionando a formac¢do de uma nova plantula (ANDRADE, 2005). O
processo de organogénese é complexo, com atuagdo de multiplos fatores externos e internos,
envolvendo interacio entre fonte de explante, meio de cultura e fatores do ambiente (ALVES
et al., 2004). A organogénese € a formagdo e desenvolvimento de eixos caulinares ou radicular
monopolares originados de gemas pré-existentes ou neoformadas, quando somente os €ixos
caulinares € induzido, se faz necessdrio o enraizamento in vitro ou ex vitro resultando em
plantulas completas que podem ser entdo aclimatizadas (GUERRA, 2016).

O processo de organogénese in vitro pode ser de via direta ou indireta. No caso da
organogénese direta € caracterizado por gemas ou primoérdios de gemas pré-existentes que sao
induzidos a proliferacdo sem ocorrer a desdiferenciacio dos tecidos dos explantes (GUERRA,
2016), o modelo indireto ocorre a indugdo de tecidos desdiferenciados (calos) a partir dos
tecidos dos explantes, e novas gemas e eixos caulinares se desenvolvem a partir desses calos.
Ainda, a organogénese indireta, ao contrario da direta, ocorre uma etapa de desdiferenciagdo,
seguida por uma reprogramacao celular (rediferenciacdo) para a formacdo dos novos tecidos e
orgaos (GUERRA, 2016).

Atualmente, a obtencdo de organogénese in vitro é um processo empirico onde sio
testados para cada espécie, ou mesmo para cada variedade dentro de uma espécie, as seguintes
condi¢des: I) fonte de explante; II) composi¢do mineral do meio de cultura (sais, vitaminas e
fonte de carbono); III) balango hormonal e IV) condi¢des ambientais (PERES, 2002).

Quanto a fonte do explante, € necessario a utilizacao de tecidos com maior competéncia
organogénica, sendo indicado tecidos mais jovens. Na composi¢cdo do meio de cultura, os
componentes decisivos sao os hormodnios vegetais, a partir da acdo de reguladores de
crescimento, como também da habilidade do tecido em responder a essas mudangas hormonais
durante o periodo de cultivo. Apesar dos estudos em relagdo a esta técnica terem avancgado

muito, ainda se faz necessdrio a adequagdo de protocolos de regeneracdo visando torna-la
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aplicavel para os programas de silvicultura, agricultura e outros (ALVES et al. 2004). As
condi¢des ambientais influenciam notavelmente a organogénese in vitro, sendo a luz o fator
ambiental mais relevante (PERES, 2002). Porém, avangos sdo necessarios para entender a agao
dos reguladores de crescimento, principalmente a niveis moleculares.

Alguns genes associados a organogénese foram identificados, como o CRE1 (CAGE-
Defined Tissue - Specific Enhancer) sendo considerado um receptor de citocinina e o CYCD3
(CYCD3-1) envolvido na aquisi¢do de competéncia para organogénese (PHILLIPS, 2004), o
que possibilita maior entendimento a respeito da sinaliza¢do de membranas, e suas interagdes
com os genes envolvidos no processo de morfogénese nas plantas. A organogénese € uma
técnica chave quando associada a transformacdo genética, pois possibilita a regeneracdo de
plantas transgénicas apds o cultivo com a bactéria, ou depois da submissdo ao bombardeamento
(QUORIN e QUINSEN, 2006).

No caso das arboreas, alguns autores relatam sucesso na propagacdo a partir da
organogénese, como Souza et al. (2019), que obtiveram protocolo eficiente para a regeneracdo
in vitro de Genipa americana que permitiu altas taxas de regeneragdo de ramos (80%) usando
segmentos de hipocétilo com baixo concentragdes de BAP (1,12 mg L™"). Costa (2019)
observou em Delonix regia maior nimero de brotos em explantes cultivados em meio

suplementado com BA (2,0 mg L.

1.10 Reguladores de crescimento vegetal

Os reguladores de crescimento sdo substancias sintéticas que produzem efeitos
semelhantes aos produzidos pelos hormonios naturais (CARVALHO et al., 2006), e estes sdo
mensageiros quimicos, produzidos em uma célula, que modulam os processos celulares em
outra célula, interagindo com proteinas especificas que funcionam como receptores ligados a
rotas de transducdo de sinal (TAIZ et al., 2017), ja os reguladores de crescimento sdo,
substancias quimicas naturais ou sintéticas que podem ser aplicadas diretamente nos vegetais
para alterar os processos vitais ou estruturais, por meio de modificagdes no balan¢o hormonal
das plantas (ESPINDULA et al., 2010).

A adigdo de reguladores de crescimento em meios nutritivos tem o objetivo principal de
suprir possiveis deficiéncias de teores endégenos de hormonios nos explantes que se encontram
isolados das regides produtoras na planta matriz (GRATTAPAGLIA et al.,, 1998).
Simultaneamente, a adicdo de reguladores de crescimento estimula certa resposta como

alongamento ou multiplicacdo da parte aérea (GRATTAPAGLIA et al., 1998).

28



A escolha dos reguladores de crescimento a ser utilizados na cultura in vitro dependerd
do tipo de morfogénese desejada, de seu nivel endégeno no explante no momento da excisao,
da capacidade do tecido sintetizar o regulador durante o periodo de cultura e da possivel
interacdo entre os hormdnios vegetais endogenos e aqueles adicionados ao meio de cultura
(SANTOS, 2003). Segundo Peres (2002), os hormonios vegetais sdo 0s componentes mais
criticos adicionados ao meio de cultura, pois difere qual rota morfogénica podera ser induzida.
Os principais hormonios utilizados para induzir a organogénese sdo citocininas em altas
concentracdes, € auxinas em menores, no caso da germinacdo, as giberelinas sdo mais
utilizadas.

As giberelinas sdo consideradas promotores da germinagdo, estas atuam no crescimento
vegetativo do embrido, mobilizando reservas para o enfraquecimento do endosperma que cobre
o embrido e bloqueia seu crescimento (TAIZ et al., 2017). Giberelinas sdo encontradas em
vdrias partes das plantas, como, raizes, folhas jovens, sementes em fase de germina¢do e nos
frutos (LAVAGNINI et al., 2014). O 4cido giberélico (GA3) aumenta a elongacio e divisdao
celular, o que € evidenciado pelo aumento do comprimento e do nimero de células em resposta
a aplicacao deste regulador de crescimento (TAIZ et al., 2017). Esta acdo esté relacionada a
sintese de enzimas envolvidas no enfraquecimento dos tegumentos, sendo expansivas e de
enzimas hidroliticas de reserva nutritiva contida no endosperma, como a amilase (PAIXAO,
2019).

As auxinas e citocininas sdo consideradas as mais importantes para a regulacdo do
crescimento e desenvolvimento na cultura de tecidos (GASPAR et al., 1996), e de acordo com
Hussain et al. (2012), estes dois hormonios em altas concentracdes sdo capazes de produzir
efeitos na formacao das raizes e na regeneracdo dos caules. A auxina foi o primeiro hormdnio
descoberto em plantas, que regula o desenvolvimento do vegetal, promovendo o
desenvolvimento de nds, raizes adventicias e formagao de calo, baixos niveis de auxina sio
também necessdrios para o alongamento da raiz, embora altas concentra¢des atuem inibindo o
crescimento desse 6rgao (TAIZ et al., 2017). As principais auxinas utilizadas no cultivo in vitro,
sdo: dcido indol-3-acético (AIA), acido indol-butirico (AIB) e o acido naftalenoacético (ANA).

De acordo com Taiz et al. (2017), as citocininas participam na regulacdo de muitos
processos do desenvolvimento vegetal induzindo a divisao celular em calos, promovendo a
formacdo de gemas ou raizes a partir de calos em cultura, entre outros. O tipo de citocinina,
assim como sua concentracdo sdao fatores fundamentais para o bom desempenho da

multiplicacdo in vitro.
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Grattapaglia e Machado (1998) ressaltam que as citiocininas 6-benzilaminopurina
(BAP) e cinetina sdo eficazes em promover a multiplicag¢do, entretanto, ndo € regra absoluta e,
conforme a espécie, outras citocininas podem apresentar melhores resultados. Furtado (2004)
destaca um composto do grupo das fenilureias, que desempenha atividade de citocinina, o
tiadizuron, que vem apresentando excelentes resultados na indu¢do da organogénese. Porém, o
uso de BAP tem revelado efici€éncia no processo de multiplicacdo, tanto de estruturas aéreas

como na indugdo de gemas adventicias em diversas espécies (LEITZKE et al., 2009).
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CAPITULO II

Estabelecimento e germinacdo in vitro do bacurizeiro (Platonia insignis Mart.)
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RESUMO

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) € uma espécie arbérea nativa da Amazonia brasileira,
que apresenta diversas limitacdes para a sua propagacdo, umas delas € o seu processo de
germinagdo, onde € necessdrio cerca de 500 a 700 dias para que se complete. Contudo, o
estabelecimento e a germinacdo in vitro pode ser uma alternativa eficiente para superar este
gargalo. Desta forma, este trabalho teve como objetivo o estabelecimento e germinacao in vitro
de Platonia insignis a partir de frutos imaturos de Platonia insignis. Os frutos foram coletados
no municipio de Bacabeira - MA, Brasil, desinfestados e inoculados nos tratamentos: T1 - dgar
+ 4gua destilada; T2 — MSO (sem reguladores de crescimento); T3 - MS + 1 uM de BAP; T4 -
MS + 2 uM de BAP; TS - MS + 3 uM de BAP; T6 - MS + 1 uM de GA3, T7 - MS + 2 uM de
GA3, T8 - MS + 3 uM de GAj3. Os materiais estabelecidos in vitro foram mantidos em sala de
crescimento a 24+2 °C, no escuro até emergéncia da parte drea. A cada 15 dias apds inoculagdo
(15, 30, 45 e 60 DAI) foram avaliadas as seguintes varidveis: formacao de calos; porcentagem
de oxidacao; emissdo de radicula; emissdo de parte drea; porcentagem de contaminagdo; calos
rosaceos ao longo dos dias e apds a inoculagdo; comprimento da radicula e comprimento da
parte aérea. Aos 60 DAL, foi possivel observar que os explantes de sementes mantidas nos meios
sem adi¢do de reguladores de crescimento (T1 e T2) apresentaram valores superiores ou iguais
quanto as varidveis formacao de calo, emissdo de radicula e parte drea, comprimento de radicula
e parte drea comparado com meios com adicdo dos reguladores de crescimento. Assim, a
germinagdo e o estabelecimento in vitro do bacurizeiro foram eficientes, os resultados desta
pesquisa sdo promissores para o processo de domesticacdo de P. insignis, com reducdo do
tempo para que a germinagdo se complete para cerca de 60 DAI em condi¢des de cultivo in
vitro, obtendo-se um satisfatério nimero de plantas homogéneas em curto periodo e
possibilitando a prospecc¢@o de outras técnicas e estratégias biotecnoldgicas para o cultivo da
espécie.

Palavras-chave: Propagacao in vitro; Fruteiras nativas; Fruteiras da Amazonia.
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1. INTRODUCAO

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.), espécie que apresenta um dos frutos mais
populares e apreciados nos estados da regido Norte e Nordeste do Brasil, que é destinada ao
consumo in natura e para a agroindustria de polpa, considerados nobres por suas caracteristicas
organolépticas e alto valor nutricional (CLEMENT & VENTURIERI, 1990; SANTOS et al.,
2019), é uma das poucas espécies arbéreas amazonicas de grande porte, e que apresenta
estratégias de reproducdo sexuada a partir de sementes, e assexuada por brota¢des oriundas de
raizes (HOMMA et al. 2018). Esta espécie é predominantemente alégama, ou seja, apresenta
alta heterozigose, fator este que promove a desuniformidade na producao e dificulta as praticas
de manejo (PONTES et al., 2017).

Atualmente, a principal técnica de propagacdo do bacurizeiro € a enxertia, mesmo
sendo limitada, em decorréncia de problemas de autoincompatibilidade esporofitica,
considerado fendmeno comum em espécies nativas da flora amazonica (CARVALHO et al.,
2007), refletindo em irregularidade de plantio e riscos de erosdo genética, devido a pressao do
uso da terra pela agricultura e a falta de técnicas adequadas de propagacao clonal (SARAIVA
et al., 2013). No caso da propagacdo sexuada, o principal fator limitante € o tempo requerido
para que as sementes completem o processo de germinacgdo, pois pode levar de 500 a 700 dias
para o completo processo germinativo, e ainda possui longo periodo juvenil da planta, que pode
alcancar mais dez anos para o inicio da frutificacdo (MENEZES et al., 2012), resultando em
baixa oferta do produto, mesmo que haja demanda crescente.

Neste contexto, as técnicas de cultura de tecidos podem possibilitar a producao de
elevado nimero de plantas a partir de um unico individuo, podendo ser utilizada para
propagacao dessa espécie em escala comercial. Como alternativa vidvel para a propagacao de
muitas espécies, pode ser adotada a germinacdo in vitro, por permitir maior taxa de germinagao
de suas sementes, em funcdo das condi¢des do cultivo in vitro oferecerem maior controle
ambiental, quando comparado as condi¢des de campo (NOLETO et al., 2004 FREIRE et al.
2017).

A multiplicacdo de plantas in vitro permite desenvolvimento mais rapido, quando
comparado aquelas obtidas por germinagdo em viveiros ou sistemas naturais (CORREIA et al.,
2011). Vale ressaltar que plantulas obtidas a partir da germinagdo in vitro, bem como o
desenvolvimento de protocolos de micropropagacdo, podem ser utilizadas para estudos

alternativos que servirdo como base para outras técnicas biotecnoldgicas, como a entrada uma
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das rotas morfogénicas (XAVIER et al. 2009). Para que protocolos como este venham a ser
desenvolvidos € necessdrio a determinacdo das formulacdes de meios de cultura e das
concentracdes dos reguladores de crescimento, tais como o dcido giberélico e as citocininas em
que podem acelerar o processo de germinagdo e a multiplicag@o.

O uso de técnicas de micropagagdo pode se tornar excelente alternativa para acelerar
o processo de propagacao do bacurizeiro, proporcionando producdo de plantas sadias em larga
escala, uniformidade nos plantios, facilidade nas praticas de manejo, e ainda auxiliar o processo

de domesticacdo desta espécie. Assim, o objetivo deste trabalho foi o estabelecimento e

germinagdo in vitro de Platonia insignis a partir de frutos imaturos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material vegetal

Frutos imaturos de bacurizeiro (Platonia insignis) com didmetro médio de 78 mm,
foram coletados de diferentes matrizes localizadas no povoado de Santa Luzia, municipio de
Bacabeira, estado do Maranhao, Brasil (coordenadas geograficas 2° 58' 14" Sul e 44° 18" 32'
Oeste). Apds a coleta, os frutos foram acondicionados em caixas de poliestireno e levados ao
Laboratorio de Cultura de Células e Tecidos Vegetais da Universidade Estadual do Maranhao

(LCT/UEMA), Campus Paulo VI, Sao Luis - MA.

2.2  Desinfestacao e inoculacio do material vegetal

Em condig¢des de laboratdrio, os frutos passaram por processo de desinfestacdo, em dgua
corrente e sabdo neutro, com posterior imersao em alcool 70% por cinco minutos, seguido de
hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo) adicionado uma gota de solugdo de Tween® (Isofar
Ltda®, Duque de Caxias — RJ, Brasil) para cada 100 mL, mantendo-se nesta solu¢do por 20
minutos. Em camara de fluxo laminar, casca, polpa e tegumento dos frutos foram seccionados,
até a exposi¢cdo do meristema fundamental cortical (Fig. 1), onde foi realizada outra
desinfestagdo, iniciando por alcool 70%, um minuto, seguido de hipoclorito de sédio (2% de
cloro ativo) por dois minutos, e lavados trés vezes em dgua destilada autoclavada, por um

minuto cada.
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Figura 1. Fruto (A) e semente (B) de Platonia insignis Mart durante o inicio das condi¢des de
germinacdo in vitro (aos 0 dias apds inoculacao).

As sementes (meristema fundamental cortical e embrido zigdtico) foram inoculadas em
frascos de vidro de 350 mL contendo 50 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) (PhytoTech Lab® Kansas - USA) suplementado com 30 g L! de sacarose (Isofar® Ltda,
Duque de Caxias —RJ, Brasil), 100 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri
- USA), 6,5 g L' de 4gar (Agargel Indistria e Comércio LTDA, Brasil), 3,0 g L! de carvio
ativado (Sigma—Aldrich®, St. Louis, Missouri - USA) e diferentes concentragdes (0, 1, 2 ou 3
uM) de 6-benzilamonopurina (BAP) e 4cido giberélico (GA3), sendo este ultimo filtro
esterilizado e adicionado ao meio de cultura apds autoclavagem. Além destes, foi utilizado um
tratamento controle, sendo composto por dgua destilada + 6,5 g L' de dgar. O pH destes
tratamentos foram ajustados para 5,7 + 0,01, antes da autoclavagem a 121 °C e 108 kPa durante
15 min. Apds inoculacdo das sementes nos tratamentos, estes foram mantidos em sala de
crescimento a 2442 °C, inicialmente no escuro até a emissao da parte area, cercade 7 4 15 DAL,

em seguida na luz a 5 pmol m? s™! até os 60 DAL

2.3  Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
composto por oito tratamentos, sendo: T1 - 4gar + dgua destilada; T2 — MSO - sem reguladores
de crescimento; T3 - MS + 1 uM de BAP; T4 - MS + 2 uM de BAP; TS - MS + 3 uM de BAP;
T6 - MS + 1 uM de GA3, T7 - MS + 2 uM de GA3. T8 - MS + 3 uM de GA3, cada tratamento
composto por seis repeticdes e a unidade experimental composta por uma semente por frasco.

A cada 15 dias ap6s inoculagdo (15, 30, 45 e 60 DAI) foram avaliadas as seguintes
varidveis: formacao de calos (Ca), emissdo de radicula (Er), emissdo de parte drea (Epa),
porcentagem de contaminagdo (Co); calos rosdceos (Cr) de coloracio rosacea ao longo dos dias

apods a inoculagio, estas varidveis foram analisadas com base em sua presenca e auséncia.
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Para porcentagem de oxidagdo (Ox), foram atribuidos os seguintes valores: 0 - para
explantes ndo oxidados; 25% - para explantes com até V4 de oxidagdo; 50% - para explantes
com até %2 de oxidagdo; 75% - para até % de oxidagdo e 100% - para explantes totalmente
oxidados. Quanto ao comprimento da radicula (Cra) (cm) e comprimento da parte aérea (Cpa)
(cm), foi utilizado um barbante e uma régua para medi-los. Foi adotada como sementes

germinadas, aqueles explantes com presenca de radicula e parte area.

2.4 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variincia pelo teste F, e as médias dos

tratamentos aos 60 dias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. A fim de
encontrar os melhores resultados de permanéncia das sementes em meio de cultura (15, 30, 45
ou 60 DAI), realizou-se a andlise de regressdo. Os dados foram analisados pelo software

SISVAR (Ferreira, 2011).

3 RESULTADOS
A partir da andlise de variancia, foi possivel observar que houve diferenca significativa

entre os tratamentos para as varidveis, formacao de calo (Ca), porcentagem de oxidagao (Ox),
emissao de radicula (Er), emissdo de parte aérea (Epa), comprimento de parte aérea (Cpa) e
comprimento de radicula (Cra) (P < 0,05). No entanto, nao houve diferenca para as varidveis
porcentagem de contaminagdo (Co) e calos rosdceos (Cr) (P < 0,05).

Para as varidveis Ca, Ox, Er e Epa, também apresentaram diferencas significativas
quando submetidas a andlise de regressdo. Todavia, para a varidvel Cb, houve diferenca apenas
com relacdo aos DAI (P < 0,05). Para a variavel Ca, aos 60 DALI, foi possivel observar que T1
(4gar + 4gua destilada), T2 (MSO - sem reguladores de crescimento), T6 (MS + 1 uM de GA3)
e T7 (MS + 2uM de GA3), foram superiores apenas quando comparado ao T8 (MS + 3 uM de
GAs) (Fig. 2A). Ainda, a equaciio que melhor se ajustou foi a quadritica com R? de 93,93%,

em que a partir dos 45 dias houve maxima Ca, com redugdo aos 60DAI (Fig. 2B).
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Figura 2. Formacdo de calos (A, B), porcentagem de oxidagao (C, D), aos 60 DAI e ao longo
da permanéncia das sementes de Platonia insignis nos diferentes dias apds inoculagado (15, 30,
45 e 60 DAI). *Médias indicadas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de significancia. Barras e linhas de limite representam a média e o valores de erro padrao,
respectivamente.

Para porcentagem de oxidagao (Ox), as sementes mantidas em meio T6 (MS + 1 uM de
GA3) obtiveram uma maior oxidacao (47,29%), diferindo apenas de T3 (MS + 1 uM de BAP)
e T4 (MS + 2uM de BAP), tratamentos que apresentaram menores valores com 23,12% e

23,54%, respectivamente (Fig. 2C). Para a regressao, a equagdo que melhor se ajustou foi a
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linear (R? - 98,16%), sendo observado valor crescente de oxidacdo ao longo dos DAI,

comprovando médxima oxidagdo aos 60DAI (Fig. 2D).
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Figura 3. Emissao de radicula (Er) (A, B) e emissao de parte aérea (Epa) (C, D), aos 60 DAl e
ao longo da permanéncia das sementes de Platonia insignis nos diferentes dias apds a
inoculagdo (15, 30, 45 e 60 DAI). *Médias indicadas pela mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey. Barras e linhas de limite representam a média e o valores de erro padrio,
respectivamente.

Para a varidvel Er, T2 (MSO - sem reguladores de crescimento) foi superior apenas
quando comparado ao T8 (MS + 3uM de GA3), com valores de 0,62% e 0,25%, respectivamente

(Fig. 3A). Para emissao de parte aérea (Epa), sementes mantidas em T1 (dgar + dgua destilada)
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demonstraram superioridade apenas quando comparado ao T8 (MS + 3uM de GA3), 0,41% e
0,12%, respectivamente (Fig. 3C). Para a mesma varidvel, a equa¢cdo que melhor se ajustou foi
a quadratica (R2 - 99,66% e 97,10%, respectivamente) com crescimento exponencial até os 45
DAI (Fig. 3D). No entanto, foi observado declinio na emissdo de radicula (Er) (Fig. 3B), e uma
constancia na emissao de parte aérea (Epa) (Fig. 3D), o que demostra reducdo da germinacao
in vitro dos frutos de bacuri.

Para a varidvel Cpa, as sementes mantidas em T2 (MSO - sem reguladores de
crescimento), apresentou valores maiores, porém somente se diferiu do T8 (MS + 3uM de
GA3). Para Cra, os embrides germinados em meio T2 (MSO - sem reguladores de crescimento)
obteve maior incremento quando comparado aqueles mantidos sob T4 (MS + 2uM de BAP) e
T8 (MS + 3uM de GA3) (Fig. 4A).

Ao longo da condug¢do do experimento, também foram observadas algumas alteracdes
no aspecto morfolégico das sementes, como por exemplo, houve formacdo de massa esponjosa
em todos os tratamentos testados (Fig. SA-H). As sementes também apresentaram a formacao
de partes dreas amorfas (Fig. 4C), porém, apds a excisdo desta por¢cdo, houve a quebra da

dominancia apical e houve o desenvolvimento de partes areas normais (Fig. 4D).
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Explante com a formacgdo de parte drea amorfa e radicula (C). Explante com a formacao de
parte drea normal e radicula (D). Explante com calos rosdceos (E). Abreviaturas: Paa - parte
area amorfa; Pan - Parte drea normal; Ra - radicula; Pr - pelos radiculares; Me - Massa
esponjosa; Cr - Calos rosdceos; Ox - Oxidacdo. Barras: 1cm (C-E) *Tratamentos indicados pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. Barras e linhas de
limite representam a média e o valores de erro padrdo, respectivamente.

No tratamento T7 (2 uM de GA3) foi observado a emissdo de radicula com o
desenvolvimento de pelos radiculares (Fig. 4C e Fig. 5G). Ainda, durante o experimento foi
observada, na base da parte aérea das plantulas, uma coloragao rosdcea nos explantes (Fig. 4E),
semelhante a um composto de defesa. De acordo com a analise de regressdo, a presenca Cb que

melhor se ajustou em uma funcao linear (R2 - 66,04) com um crescimento exponencial até os

60 DAI (Fig. 4B). No momento da inoculagdo, apresentava uma coloracao branca com tons
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amarelados (Fig. 1B) porém, ao longo do experimento, também foi observado o aumento da Ox

(Fig. 2D).

Figura 5. Explantes de Platonia insignis aos 60 DAI in vitro nos diferentes tratamentos. T1-
agar + dgua destilada (A); T2 - MSO - sem regulador de crescimento (B); T3 - MS + 1 uM de
BAP (C); T4 - MS + 2 uM de BAP (D); TS - MS + 3 uM de BAP (E); T6 - MS + 1 uM de GA3
(F); T7 - MS + 2 uM de GA3(G) e T8 - MS + 3 uM de GA3 (H). Abreviaturas: Me - Massa
esponjosa; Ra - radicula; Cg - Calo globular; Ra - Radicula; Pr - pelos radiculares; Pan - Parte
area normal. Barras: 1 cm.

4. DISCUSSAO

Este é o primeiro relato da germinacdo in vitro de P. insignis, com destaque ao
estabelecimento in vitro desta cultura, sendo esta etapa considerada de maior dificuldade dentro
da cultura de tecidos, para que este protocolo atenda a obtencao de explantes sem contaminagao,
e que nao resulte na morte do tecido vegetal (GRATTAPAGLIA et al., 1998; PINHAL et al.,
2011).

Em condicdes de campo, as sementes de bacurizeiro sdo recalcitrantes, e apresentam
processo germinativo caracteristico, com emergéncia rdpida da radicula, e parte aérea lenta e
desuniforme. No campo, a emissdo da raiz primdria ocorre entre 15 a 35 dias apds a semeadura,
e a emissao da parte aérea ocorre por volta dos 180 dias, e estabiliza-se por volta de 900 dias
(CARVALHO et al., 2018). No presente trabalho, foi possivel observar que a germinagao in
vitro para as sementes inoculadas nos diferentes meios de cultura, também iniciou com a

emissdo de radicula (Er) em poucos dias apds a inoculacdo, e independente do tratamento
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utilizado. Todavia a Emissao de parte drea (Epa) ocorreu aproximadamente trés a cinco dias
apos a Er (Fig. 3D), o que demonstra que a cultura de tecidos pode ser uma excelente ferramenta
para obtenc¢ao de plantas de bacuri de maneira rapida e eficiente.

A germinacdo in vitro do bacurizeiro demostrou ser um processo vidvel e de baixo custo,
pois as sementes inoculadas nos tratamentos T1 (4dgar + dgua destilada) e T2 (MSO - sem
regulador de crescimento), apresentaram respostas semelhantes aos tratamentos com adi¢do de
reguladores de crescimento, BAP ou GAj3, portanto, a utilizacdo de meios de cultura basicos
atende as necessidades das sementes dessa espécie. Diferentemente de outras espécies lenhosas
e frutiferas, que necessitam de reguladores de crescimento para favorecer, como no caso das
sementes de araticum (Annona crassiflora Mart.), onde obteve melhores resultados com o uso
do meio WPM suplementado com 72,18-92,39 uM de GA3 ou meio MS com 75,06-86,61 uM
de GA3z e 10,74uM de ANA promoveu enraizamento e crescimento das plantas (RIBEIRO et
al. 2009).

Durante o experimento, foi observado que sementes inoculadas no tratamento T8 (MS+
3uM de GA3), apresentaram valores inferiores de Ca, Er, Epa, Cra e Cpa. Rau et al. (2021)
demostraram resultados semelhantes com a espécie Psidium cattleyanum, através da aplicagcdo
de 144,35 uM de GA3 que reduziu significativamente a porcentagem, tempo médio e o IVG,
indicando a existéncia de alteracao hormonal que estaria impedindo, ou atrasando a germinagao
nesta fruteira ou ainda, a indicacdo de uma dorméncia fisioldgica nas sementes.

O efeito das aplicacOes exdgenas de GA3 na germinagdo de sementes € dependente de
outros fatores, como a concentragdo endogena de acido abscisico (ABA) e outros compostos
inibidores presentes na semente (GILROY, et al.1994). E provdvel que a sementes de
bacurizeiro possui elevada concentracdo de ABA e isso cause uma relagcdo antagdnica existente
entre 0 ABA e o GAszem que pode determinar a dorméncia e a germinagdo de sementes. Durante
os primeiros estdgios do desenvolvimento da semente, a sensibilidade ao ABA ¢ alta quanto a
sensibilidade ao GAj3 € baixa, o que favorece a dorméncia sobre a germinagdo, porém mais tarde
no desenvolvimento da semente, a sensibilidade ao ABA declina e a sensibilidade ao GA
aumenta, favorecendo a germinagdo. Ao mesmo tempo, a semente torna-se progressivamente
mais sensivel aos estimulos ambientais, como temperatura e luz, que podem tanto estimular
quanto inibir a germinagdo (Taiz et al. 2017), sendo que no caso do presente trabalho,
acreditasse que houve a sua inibicao.

Esta alta concentracdo de auxinas enddgena que pode estar presente nas sementes,

possibilita responder motivo da induc¢do da calogénese, pois houve a formacdo de calos de
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aspectos esponjoso e globulares (Fig. 5A), mesmo em meio de cultura sem adicdao de
reguladores de crescimento sintéticos. A formagdo de calos esponjosos e globulares no
bacurizeiro in vitro foi encontrado aos 45 e 60 DAI, o mesmo foi observado em outras espécies,
como cerejeira-do-mato (Eugenia involucrata) (GOLLE et al. 2020), seringueira (Hevea spp.)
(SILVA et al. 2021) e segurelha (Satureja hortensis L.) (NAVROSKI et al. 2012).

A oxidacdo das plantulas mantidas no tratamento T6 (MS + 1 uM de GA3) foi maior,
quando comparada as mantidas nos tratamentos T3 (MS + 1 uM de BAP) e T4 (MS + 2 uM de
BAP). O escurecimento de explantes é uma dificuldade no estabelecimento de culturas in vitro
em algumas espécies lenhosas, como consequéncia de oxidacdes, provavelmente em
decorréncia da liberacao de compostos fendlicos pelos tecidos em resposta aos ferimentos, altas
concentracdes de reguladores de crescimento no meio de cultura e pela oxidagcdo de polifendis
e quininas (PIOUS et al., 1997). Contudo, no presente experimento, a presenca de oxidagao
fendlica ndo inviabilizou o estabelecimento nem a germinac¢do dos explantes. Sousa et al.
(2007) avaliando sementes de Cattleya walkeriana e Schomburgkia crispa, em meio de cultivo
com e sem carvao ativado, observaram maior percentual de germinagdo em sementes
inoculadas com 0,1% de carvao ativado, o que inibiu o surgimento de necrose, indicando que o
uso de carvao ativado no presente experimento também contribuiu para a reducio da oxidagdo.

As sementes também apresentaram diferencas morfoldgicas entre a resposta dos
explantes, como a formacdo de calos esponjosos e globulares, partes dreas amorfas e uma
coloracdo rosacea. Todavia, Nabors et al. (1983), explicam que calos aquosos, formados por
tecido esponjoso e sem consisténcia, ndo apresentam capacidade de regenerar plantas ou mesmo
desenvolvimento para uma das rotas morfogénicas (embriogénese somatica ou organogénese
indireta).

Houve formacdo de partes dreas amorfas em alguns explantes, o que também foi
observado na germinacdo in vitro de Byrsonima intermedia, onde folhas cotiledonares, ao
entrarem em contato com o meio de cultura, foram estimuladas a multiplica¢do de células, de
forma que o desenvolvimento normal da plantula foi comprometido (Nogueira et al., 2014). No
caso das sementes do bacurizeiro acreditasse que pode ocorrido um balango hormonal entre
altas concentracOes de auxinas enddgenas e a citocinina adicionada ao meio de cultura, esta
composi¢do pode ter favorecido a divisdo celular, induzindo uma proliferacdo desorganizada
das células vegetais, assim favorecendo a formacdo de calos (Ca) ao invés de multiplas

brotagdes, que era o resultado esperado.
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Os calos de coloragdo rosdcea foram observados a partir dos 15 DAI (Fig. 4B).
Resultados como este pode ser considerado como fontes de compostos bioativos e podem agir
de diferentes formas, tanto no que se refere aos alvos fisiologicos, como aos seus mecanismos
de acdo (BASTOS et al. 2019). Dentre estas substancias bioativas ja conhecidas, destaca se as
antocianinas por corante natural responsdvel pelos tons que compreendem desde a coloracdo
vermelha até a purpura e azul, parecido com que foi encontrado no experimento, esta substancia
pertencente ao grupo dos flavonoides estd presente em células de muitas frutas, hortalicas,
folhas e flores, (SAMPAIO, 2015).

Em conclusdo, os resultados deste trabalho sdo promissores para o processo de
domesticacao de Platonia insignis. A utilizacao de meios de cultura bésicos, como dgar + dgua
destilada e meio MS sem adicdo de regulador de crescimento pode ser utilizado para a
germinacdo do bacurizeiro in vitro, com reducdo do tempo de germinacdo de 500 a 700 dias,
que se observa em campo, para cerca de 60 dias, obtendo-se um bom ndmero de plantas
homogéneas, possibilitando a prospeccdo de outras técnicas biotecnoldgicas, como a
micropropagacao, transformacdo genética, conservacdo em bancos de germoplasma e etc.
Assim, o0 uso destas técnicas sdo cruciais para compreender as respostas genéticas € morfo
fisiolégicas de Platonia insignis, pois apesar do potencial em termos econdmicos, ainda sao

poucas as abordagens biotecnoldgicas para esta espécie.
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CAPITULO III

Diferentes fontes de explante na organogénese in vitro do bacurizeiro (Platonia insignis Mart.): uma
espécie nativa da Amazonia Oriental
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RESUMO

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) € uma fruteira arbérea da Amazdnia oriental brasileira
com elevado valor socioecondmico, contudo, ainda é uma espécie nao-domesticada e que
apresenta diversos gargalos em sua propagacdo. Portanto, estudos biotecnolégicos como
técnicas de micropropagacdo sido fundamentais para 0s avancos na propagacdo € o
melhoramento genético da espécie. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi definir o
explante e o meio de cultivo ideal para a inducdo da organogénese in vitro de Platonia insignis.
Foram executados trés experimentos com explantes obtidos a partir da germinacdo in vitro,
sendo estes: “parte aérea normal”; “parte aérea anormal” e “calos de parte aérea anormal”. O
meio basal utilizado foi o MS, com diferentes concentracdes de reguladores de crescimento. No
primeiro experimento as concentragdes foram: 2,5 uM de BAP + 1,5 uM de ANA; 6,25 uM de
BAP + 1.5 uM de ANA; 15,62 uM de BAP +1,5 uM de NA e 39 uM de BAP +1,5 uM de ANA.
Nos demais experimentos, foram utilizadas as concentragdes: 78,12 uM,156 pM e 234 uM de
BAP. Foram avaliadas: Porcentagem de oxidagdo, porcentagem de contaminagdo, porcentagem
de inducao de calo, formacao de calo, formacao de radicula e calos rosidceos. Com a utilizagao
de “explantes de parte areas anormais” foi observada 100% de inducao de calo nos meios com
39 uM de BAP +1,5 uM de ANA. Os “Calos de parte area anormal” utilizados como explante,
em meios com 78,12 uM de BAP apresentaram uma menor porcentagem de contaminacao, €
houve formagdo de brotos tanto nessa condi¢@o de cultivo, quanto em meios com 156 uM de
BAP, indicando a presenca de organogénese indireta. Os “explantes de parte drea normal” em
meios com 234 uM de BAP proporcionaram maior formacao de folhas, tais explantes, apds o
corte de seu meristema apical, tiveram uma diminui¢do de folhas, em consequéncia da quebra
de sua dominancia apical, posteriormente apresentaram um estimulo de novas gemas laterais.
Os resultados demostraram que houve a organogénese indireta em bacurizeiro, a técnica pode
ser induzida por explantes de calos de parte drea anormal nos meios MS + 156 uM de BAP se
tornando assim condicdes indicadas para a induc¢do dessa rota morfogénica, que podera
proporcionar uma multiplicacdo rdpida e formacdo de novas plantas. Estes resultados
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possibilitardo estudos futuros sobre a compressao as respostas genéticas e morfofisiolégicas em
bacurizeiro.

Palavras chaves: Fruteiras Amazonica; Propagacdo in vitro; Rota morfogénica; Reguladores
de Crescimento; Citocinina.

1. INTRODUCAO

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) € uma fruteira arbérea, nativa da Amazodnia oriental
brasileira (SOUZA et al., 2013), que apresenta elevado valor socioecondmico (PONTES et al., 2017). Na
regido nordeste 0 Maranhdo € um dos centros de dispersdo da fruta, mas também é encontrada no Par3,
Mato Grosso, Piaui e Goids. Segundo o censo agropecudrio de 2017 do IBGE (2016/2017), a producao
brasileira de bacuri concentra-se nas regides Norte (86,0%) e Nordeste (13,5%), com o Pard e o Maranhdo
como os maiores produtores do fruto. Porém sua producdo € advinda do extravismo vegetal, sendo
considerada uma especie ndo domesticada, que corre risco de erosao genética devido a pressio do uso da
terra pela agricultura e a falta de técnicas adequadas para sua propagacao.

O mecanismo reprodutivo, como quase todos os aspectos do bacurizeiro, é pouco conhecido,
havendo poucos registros na literatura, alguns deles € descrito por Maués e Venturieri (1996), onde
verificaram que a espécie € aldgama, apresenta auto-incompatibilidade esporofitica, tem polinizacao
efetuada por passaros (CARVALHO et al. 2016) e sua propagacdo via sementes apresenta lentiddo e
desuniformidade da germinacdo (CARVALHO et al., 1998).

A micropropagdo € um método vidvel para propagacdo de espécies de dificil multiplicac@o. Tal
técnica proporciona a multiplicacio em massa de plantas geneticamente uniformes e proporciona aos
individuos alta condigoes fitossanitarias (Erig e Schuch 2005), garantindo a disponibilidade de material
vegetal para métodos de reproducdo. Entre as vias morfogénicas in vitro, a organogénese permite a
regeneracao de células e tecidos a partir de um explante, oriundo de um tecido vegetal, proporcionando a
formacao de uma nova plantula (ANDRADE, 2005), ¢ um processo complexo que requer hormonios
vegetais, como auxinas e citocininas, t€m sido amplamente utilizados (Duclercq et al. 2011; Motte et ai.
2014; Rocha et ai. 2018).

O processo de organogénese in vitro pode ser de via direta ou indireta. No caso da organogénese
direta € caracterizado por gemas ou primdrdios de gemas pré-existentes que sao induzidos a proliferacao
sem ocorrer a desdiferenciacio dos tecidos dos explantes, 0 modelo indireto ocorre a indug@o de tecidos
desdiferenciados (calos), a partir dessas células desorganizadas pode ocorrer a formac@o de novos 6rgaos
vegetais (GUERRA, 2016). Desta maneira, a presente trabalho buscou o estabelecimento de um protocolo
de organogénese in vitro de Platonia insignis, a partir de diferentes fontes de explantes coletados de plantas
germinadas in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS
2.2 Material de cultivo

Frutos imaturos de bacurizeiro (Platonia insignis) foram coletados de diferentes
matrizes localizadas no povoado de Santa Luzia, municipio de Bacabeira, estado do Maranhao,
Brasil (coordenadas geograficas 2° 58' 14" Sul e 44° 18' 32' Oeste) e germinados em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), estabelecidos em sala de crescimento a 24+2 °C,
inicialmente no escuro até a emissdo da parte drea, em seguida em luz a 5 pmol m? s até os
60DALI Para a realizag¢do dos experimentos, plantulas germinadas in vitro foram utilizadas como
fonte de explantes. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Células e
Tecidos da Universidade Estadual do Maranhdo (LCT/UEMA), Campus Paulo VI, Sao Luis —
MA.

2.3  Experimento I — Diferentes tipos de explantes na inducao de organogéneses no
bacurizeiro

Foram utilizados como explantes parte drea de bacurizeiro previamente estabelecido in
vitro (Fig.7 Pan e Paa), inoculadas em placas de Petri descartdveis de 90 x 15 mm (ProLab
Ltda) contendo meios de cultivo basal MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (PhytoTech Lab®
Kansas - USA), suplementado com 30 g L' de sacarose (Isofar® Ltda, Duque de Caxias - RJ),
100 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri - USA), 2,0 g L! de Phytagel®
(Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri - USA) e 3,0 g L' de carvio ativado (Sigma-Aldrich®,
St.Louis, Missouri - USA), suplementado com diferentes concentracdes de BAP e ANA, sendo:
2,5 uM de BAP +1,5 uM de ANA; 6,25 uM de BAP + 1.5 uM de ANA; 15,62 uM de BAP +
1,5 uM de NA e 39 uM de BAP +1,5 uM de ANA.

O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes de autoclavagem a 121°C e 108 kPa
durante 15 minutos. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento no escuro por 90 dias,
a 24 + 2°C de temperatura. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
quatro tratamentos e cinco repeticoes, onde cada parte aérea consistiu em uma unidade
experimental. Foram avaliadas as seguintes varidveis: Porcentagem de inducao de calo (Ica),
formacdo de radicula (Ra) e Calos rosaceos (Cr), foram analisadas com base em sua presenca
e auséncia.

Para porcentagem de oxidagdo (Ox), foram atribuidos os seguintes valores: 0 - para

explantes ndo oxidados; 25% - para explantes com até V4 de oxidacdo; 50% - para explantes
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com até Y2 de oxidagdo; 75% - para até % de oxidagdo e 100% - para explantes totalmente

oxidados.

24  Experimento II — Calos na inducao da organogénese indireta em bacurizeiro

Calos provenientes do Experimento I foram inoculados em placas de Petri descartdveis
de 90 x 15 mm (ProLab Ltda) contendo meios de cultivo basal MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) (PhytoTech Lab® Kansas - USA), suplementado com 30 g L ! de sacarose (Isofar® Ltda,
Duque de Caxias - RJ), 100 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri -
USA), 2,0 g ! de Phytagel® (Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri - USA ) e 1,5 g L! de carvio
ativado (Sigma—Aldrich®, St. Louis, Missouri - USA), com adi¢do de BAP nas concentragdes
de 78,12 uM, 156 uM e 234 uM.

O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes de autoclavagem a 121°C e 108 kPa
durante 15 minutos. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento no escuro por volta
de 7 DAI, em seguida transferidos para luz a 5 pmol m? s por 90 dias, a 24 + 2°C de
temperatura. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos e
sete repeticoes, e a unidade experimental consistiu em uma placa contendo duas porcdes de
calo. Foram avaliadas as seguintes varidveis: Porcentagem de contaminacdo (Co), porcentagem
de oxidagdo (Ox), Porcentagem de inducdo de calo (Ica), formacdo de broto (Br) e Calos
rosaceos (Cr). foram analisadas quanto a sua presenga € auséncia.

Para porcentagem de oxidacdo (Ox), foram atribuidos os seguintes valores: 0 - para
explantes ndo oxidados; 25% - para explantes com até Y4 de oxidacdo; 50% - para explantes
com até %2 de oxidagdo; 75% - para até % de oxidacdo e 100% - para explantes totalmente

oxidados.
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Figura 1. Experimentos realizados para a inducdo da organogénese in vitro do bacurizeiro
(Platonia insignis). Abreviaturas: Sg — Sementes germinadas; Pan — Parte drea normal; Paa —
Parte area anormal; Cal — Calos.

2.5  Experimento III — Explantes de parte aérea normal na inducio de organogénese

em bacurizeiro

Explantes de parte aérea adotadas como normais (Fig. 1, Pan), no qual foram observadas
folhas verdadeiras, foram inoculadas em tubos de ensaio de 2,5 cm x 15 cm contendo 10 mL
de meio de cultivo basal MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (PhytoTech Lab® Kansas -
USA), suplementado com 30 g L! de sacarose (Isofar® Ltda, Duque de Caxias - RJ), 100 mg
L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri - USA), 2,0 g L'! de Phytagel® (Sigma-
Aldrich®, St.Louis, Missouri - USA) e 1,5 g L' de carvdo ativado (Sigma—Aldrich®, St.Louis,
Missouri - USA), com adi¢cao de BAP nas concentracdes de 78,12 pM, 156 uM e 234 uM.

O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes de autoclavagem a 121°C e 108 kPa
durante 15 minutos. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento em luz difusa com 5
umol m™ s por 90 dias, a 24 + 2°C de temperatura. Aos 45 DAI foram realizados cortes dos
apices caulinares dos explantes da parte drea para a quebra dominéncia apical.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos e 13
repeticdes, onde cada tubo contendo uma parte aérea consistiu em uma unidade experimental.
Foram avaliadas as seguintes varidveis: Porcentagem de contaminacdo (Co), formagdo de
radicula (Ra), formacdo de folha (Fo), formacao de calo (Ca) e Calos rosaceos (Cr), foram
analisadas quanto a sua presenca e auséncia.

Para porcentagem de oxidagdo (Ox), foram atribuidos os seguintes valores: 0 - para

explantes ndo oxidados; 25% - para explantes com até Y4 de oxidagdo; 50% - para explantes
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com até Y2 de oxidagdo; 75% - para até % de oxidagcdo e 100% - para explantes totalmente

oxidados.

RESULTADOS
3.1 Explantes de parte area anormal induzem a calogénese em bacurizeiro

A partir da andlise de variancia, foi possivel observar que houve diferenca significativa
entre os meios de cultivo para as varidveis porcentagem de oxidag¢do (Ox) e porcentagem de
inducdo de calo (Ica) (P < 0,05). Quantos as varidveis, formacao de radicula (Ra) e Calos
rosaceos (Cr) nao houve diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). Para a varidvel
Ox, foi possivel observar que o meio com 6,25 uM de BAP + 1.5 uM de ANA apresentou
reducdo de 52% quando comparado ao meio 15,62 uM de BAP +1,5 uM de ANA e ndo diferiu
dos demais meios de cultivo (Fig. 2A).

Quanto a indugdo de calos, explantes de parte drea anormal em meio suplementado com
39 uM de BAP +1,5 uM de ANA apresentaram 100% de calos, diferindo apenas dos explantes
nos 15,62 uM de BAP +1,5 uM de ANA (Fig. 2B), que apresentaram a menor formacdo de

calos nos explantes (Fig. 3).
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Figura 2. Porcentagem de oxidagdo (Ox) (A) e Porcentagem de indugdo de calo (Ica) (B) em
explantes de parte drea de Platonia insignis. *Médias indicadas pela mesma letra, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Mesmo as varidveis formacgdao de radicula e compostos bioativos ndo apresentando
diferencga significativa, porém é possivel observar que explantes nos meios de cultivo com
maior concentracdo de BAP (39 uM de BAP +1,5 uM de ANA) apresentou uma média de 0,6
para formagao de radiculas (Ra), quanto que no meio com menor concentracdo de BAP (2,5
uM de BAP +1,5 uM de ANA) ndo houve a formagao de radiculas. J4 a presenca de compostos

bioativos todos os explantes apresentaram a coloracio rosacea (Tab. 1).

Tabela 1. Varidveis formacao de radicula (Ra) e composto bioativo (Cb) em explantes de parte
area de Platonia insignis. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significincia.

Meios de cultivo Ra Cb
MS + 2,5 uM de BAP +1,5 uM de ANA 0,0a 0,8a
MS + 6,25 uM de BAP + 1.5 uM de ANA 0,4 a 1,0a
MS + 15,62 uM de BAP +1,5 uM de ANA 0,4 a 0,6 a
MS + 39 uM de BAP +1,5 uM de ANA 0,6 a 04 a

7DAL

90 DAI

Figura 3. Explante de parte drea normal de Platonia insignis in vitro inoculado em meio de cultura
MS contendo 2,5 uM de BAP + 1,5 uM de ANA (A); MS+ 6,25 uM de BAP e 1,5 uM de ANA
(B), MS + 15,62 uM de BAP ¢ 1,5 uM de ANA (C), MS+ 39 uM de BAP ¢ 1,5 uM de ANA (D)
aos 7 DAI e aos 90 DAI (A-D e E-H, respectivamente). Abreviaturas: Pan - Parte area normal;
Paa - Parte area anormal; Cr — Calos rosidceos; Me - Massa esponjosa; Ca - Calo; Ra - radicula;
Barras:1 cm.

3.2  Calos de partes aéreas anormal induzem a organogénese indireta em bacurizeiro
De acordo com andlise de variancia, somente as varidveis porcentagem de contaminac¢ao

(Co) e porcentagem de oxidagdo (Ox) apresentaram diferencas significativas entre os diferentes
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meios de cultivo testado (P < 0,05). As varidveis formacgdo de broto (Br), Calos rosiaceos (Cr)
ndo apresentaram diferenca significativa quando comparado entre os meios avaliados. Para a
varidavel Co, os meios com 78,12 uM de BAP e 156 uM de BAP apresentaram uma menor
contaminacdo (0% e 14,28%, respectivamente) quando comparado ao meio com 234 uM de
BAP em que houve a contaminagdo de 71,42% dos explantes

Quanto a varidvel Ox, os explantes mantidos no meio com 78,12 uM de BAP
demostraram uma reducao de 22,86% da oxida¢ao quando comparado ao meio com 234 uM de
BAP (Fig. 4A). A equacg@o que melhor se ajustou ao seu comportamento foi a linear (R? =

91,54%), podendo-se observar um crescimento exponencial ao longo dos DAI (Fig. 4B).
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Figura 4. Porcentagem oxidacao de calos de Platonia insignis aos 80 DAI (A) e ao longo dos
DAI (7,15,30,45,60 e 80) (B). *Médias indicadas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de significancia.

A variavel formacdo de brotos ndo apresentou diferenga significativa (P < 0,05) entre
os meios utilizados, porém houve 14,28% novas brotacdes dos calos nos meios com 78,12 uM
de BAP e 156 uM de BAP apos 15 DAI (Fig. 5B-C), que demonstrou a indugdo da

organogénese indireta nessas condigdes.
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Figura 5. Organogénese indireta in vitro a partir de explantes de calos de bacurizeiro (Platonia
insignis). Calo inoculado em meios suplementados com 156 uM de BAP aos 7 DAI (A) e aos
90 DAI com a formag¢ao de um meristema apical (B-C). Barras: 1 mm.

3.3  Explantes de parte drea normal induzem organogénese indireta em bacurizeiro

Quando utilizados como explante parte aérea normal, foi possivel observar diferenca

significativa entre os tratamentos para as varidveis: porcentagem de contaminagdo (Co),
porcentagem de oxidacdo (Ox), formac¢ado de radicula (Ra), formacao de folha (Fo), formagao
de calo (Ca) e composto bioativo (Cb) (P <0,05). Para as varidveis Ox, Ra, Fo, também houve
diferencas significativas para andlise de regressao (Fig. 6B, 6D e 6B), j4 a varidvel formacao
de gemas (Ge) apresentou diferenca significativa apenas quando submetidas a andlise de
regressao (Fig. 10).

Quanto as varidveis Ox e Ra foi possivel observar que explantes em meio suplementado
com 78,12 uM de BAP, apresentou maior porcentagem de oxidagdo e formacdo de radicula
(51,53% e 46,15%, respectivamente), quando comparado aos demais meios de cultivo (Fig. 6A
e C). Além disso, a equaciio que melhor se ajustou para ambas as varidveis foi a quadratica (R?
de 93.93% e 77.39%, respectivamente) com o crescimento exponencial até os 90 DAI (Fig. 6B
e D). Quanto a varidvel formacdo de folha, os explantes mantidos no meio com 234 pM
proporcionaram maiores valores (46,15%), diferindo dos demais meios (Fig. 7A). A equacao
que melhor se ajustou foi a equagdo de 5° grau (R de 78.12%), sendo observado um aumento
aos 30 DAI, em seguida uma reducgao aos 45 DAI e novamente um acréscimo aos 60 DAI (Fig.

7B).
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Figura 6. Porcentagem de oxidacdo (Ox) (A, B), Formacao de radicula (Ra) (C, D) aos 90 DAI
e ao longo da permanéncia dos explantes de Platonia insignis (7, 15, 30, 45, 60, 75 E 90 DAI)
em meios com diferentes concentracoes de BAP. *Médias indicadas pela mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 7. Formacao de folhas (Fo) (A, B) aos 90 DAI e ao longo da permanéncia dos explantes
de Platonia insignis (7, 15, 30, 45, 60, 75 E 90 DAI) em meios com diferentes concentragdes
de BAP. *Médias seguidos pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

Os meios com 78,12 uM e 234 uM de BAP apresentaram maior formacdo de calos
(30,76% e 46,15%, respectivamente) (Fig. 8A), estes com aspecto esponjosos € amarelados
(Fig. 8B). Além disso, também foi possivel observar a presenca de compostos bioativos a partir

da coloracdo rosdcea na base e nos apices dos explantes (Fig. 8D), em maiores quantidades em

explantes mantidos nos meios com 156 uM e 234 uM de BAP (53,84% e 69,23%) (Fig. 8C).
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Figura. 8 Formacao de calos (Ca) (A), calos esponjosos em explante de parte drea de Platonia
insignis aos 90 DAI (B), Calos rosaceos (Cr) (C), Calos rosaceos em explantes de parte area de
Platonia insignis aos 90 DAI (D). *MédiasCbseguidos pela mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. Barras: 1cm.

Com a finalidade de quebrar a dominancia apical dos explantes de parte aérea, foram
realizados cortes dos dpices caulinares dos explantes aos 45DAI, sendo possivel observar
aumento no desenvolvimento de gemas laterais (Fig. 9). Na anélise de regressdo foi possivel
observar um aumento ao longo dos DAI (p<0,05), com o pico de desenvolvimento aos 90 DAL

A equagio que melhor se ajustou a esta varidvel foi a quadrética com o R? de 99,81% (Fig. 10).

Figura 9. Explantes de parte drea de Platonia insignis (A), apds seccionamento do dpice
caulinar (B). Explante inoculado em meio MS + 234 uM de BAP, com brotagdes no apice
caulinar aos 90 DAI (C) Barras: 1 cm.
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Figura 10. Formacao de gemas (Ge) de explantes de parte drea de Platonia insignis ao longo
dos DAI (7,15,30,45,60,75 e 90).

4. DISCUSSAO

Este é o primeiro relato do estudo da organogénese de P. insignis, ¢ de fundamental
importancia a determinacao de explantes que possuam competéncia organogénica. A formagdo
de novos Orgdos vegetais € considerada uma carateristica Unica da regeneracdo de plantas
(HARTMANN et al., 2010), e pode ser aumentada in vitro quando os explantes sdo cultivados
em meio nutritivo suplementado com hormdnios vegetais (SKOOG E MILLER, 1957,
MURASHIGE, 1974; GEORGE et al., 2008). A partir disto, foi observado diferentes respostas
morfogénicas de explantes de parte drea normal e anormal e calos quando inoculadas em
diferentes concentragdes de BAP e ANA.

Foram obtidos calos a partir de partes aéreas anormal quando estes explantes foram
mantidos em condi¢cdes com maiores concentragdes da BAP. A formagdo de calos em elevados
percentuais em meios contendo citocininas, pode ser explicado através do balanco hormonal
exdgeno que interage de forma significativa com os niveis endégenos, desencadeando essa

resposta morfogénica. Provavelmente hd um contetido endégeno de auxinas nos explantes de
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bacurizeiro, com isso o balanco hormonal entre as auxinas endégenas e a citocinina adicionada
ao meio, proporcionou a formacgao da calogénese (ALENCAR, 2021).

Explantes de parte drea anormal proporcionaram a formacdo de radicula (Ra) e
composto bioativo (Cb) com a adicdo do BAP no meio de cultivo. Para o bacurizeiro, o
desenvolvimento de raizes independente € algo importante, pois a espécie exibe a capacidade
de emitir abundantes brotacdes de raizes da planta-mae, mas a obten¢do de mudas oriundas de
rebentos de raizes € muito dificil, pois a quase totalidade dessas estruturas nao apresenta sistema
radicular independente, quando ocorre a retirada da brotagdo com parte do segmento de raiz
que a originou, a sobrevivéncia € baixa pela dificuldade com o enraizamento (CARVALHO e
MULLER, 2007), diferente do que foi visto no presente estudo, onde os explante de parte drea
in vitro apresentaram a formacao de um sistema radicular independente e bem desenvolvido.

Compostos bioativos com a colora¢do rosdcea foram encontrados em praticamente
todos os explantes, acredita-se que este composto possa ser um corante natural pertencente ao
grupo dos flavonoides, como € o caso das antocianinas, que tém diversas fun¢des nas plantas,
como atividade antioxidante, prote¢do a radiagdo ultravioleta e auxilio a polinizacio e dispersao
de sementes (LOPES et al., 2007). Porém € necessaria uma andlise especifica para identificacao
desse composto.

Houve a entrada na organogénese indireta, com a formacao de brotos em calos utilizados
como explantes mantidos em concentracdes de 156 uM e 78,12 uM de BA. Yu et al. (2021),
trabalhando com Phaseolus vulgaris também conseguiram a inducdo de brota¢oes em 4,44 uM
de BAP. Ivannikov et al., (2021), para Astrophytum asterias com MS suplementado com 4,44
- 6,66 UM de BAP, para Blossfeldia liliputiana com 4,44 uM de BAP ou 4,44 uM de BAP +
0,45 uM de 2,4-D, para Strombocactus disciforme com 2,22 - 4,44 uM de BAP ou 4,44 uM de
BAP + 0,45 uM de 2,4-D, definiu em seu trabalho sendo 6timas concentragdes de reguladores
para inducdo da organogénese. Com base nos exemplos citado a cima € possivel observar que
diferente de outras espécies o bacurizeiro necessita de maiores concentragdes de BAP para a
inducdo da organogénese. Até o momento ndo houve a realizacdo de um perfil hormonal
enddgeno desta espécie, contudo os resultados desta pesquisa demostram que pode existir altas
concentracdes de auxinas enddgenas, por isso a necessidade de maiores concentracdes de
citocinina para a indug¢do da organogénese.

As partes aéreas normais quando inoculadas em meio com 78,12 uM de BAP
apresentaram uma alta porcentagem de oxidacdo (Ox), cerca de 51,53% (Fig. 6A). Pious e

Ravindra (1997) relatam que a oxidagdo dos explantes € uma dificuldade em algumas espécies
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lenhosas, provavelmente em decorréncia da liberacdo de compostos fendlicos pelos tecidos em
resposta aos ferimentos, altas concentracdes de reguladores de crescimento no meio de cultura
e pela oxidagao de polifenois e quininas.

Os explantes partes aéreas normais, também em condi¢des de cultivo com 78,12 uM de
BAP, apresentaram uma maior formacdo de radicula (Ra), que pode ser explicado devido a
interacdo de forma significativa entre a possivel existéncia de altos niveis hormonais endégenos
de auxinas e concentragdes de citocinina exdgena adicionada, desencadeando essa resposta
morfogénica. Contudo explantes mantidos nas demais concentracdes houve uma diminuicao da
formacdo radiculas, Monfort et al., 2012 explica que altas dosagens de citocina favorece a
inibicdo da acdo das auxinas enddgenas, consequentemente dificulta a formacdo de raizes.
Garcia et al. (2021) obtiveram resultados s emelhantes com a micropropagacdo de Aechmea
miniata e Aechmea blanchetiana, em que o aumento na concentracio de BAP (4,44 uM)
apresentou um efeito negativo para comprimento e nimero de raizes formadas.

Os explantes mantidos com 234 uM de BAP apresentaram uma maior formacdo de
folhas. Resultados semelhantes foram encontrados por Freitas et al. (2016) com Justicia
pectoralis, que observaram aumento no numero de folhas ao elevarem as concentracdes da
citocinina (20 uM), porém nao houve o estimulo de produciao de novos brotos.

Aos 45DAI, os explantes foram submetidos ao corte de seu meristema apical, e isso
proporcionou a diminui¢ao de folhas e o estimulo das gemas laterais em consequéncia da quebra
da dominancia apical. Este fendmeno pode ser explicado devido a maior quantidade de auxina
no meristema apical da planta e a distribuicdo até as gemas laterais da base para inibir a sua
brotacao (FAGAN et al., 2015). No entanto, quando o 4pice das plantas € retirado, o aumento
nos niveis de citocininas sinalizam para o maior desenvolvimento de gemas laterais.

Os meios com 78,12 e 234 uM de BAP proporcionaram uma maior formacgao de calos,
estes com aspecto esponjosos e amarelados na base e no dpice dos explantes de partes areas. A
formacdo de calos (Ca) € comum em espécies lenhosas, podendo inibir ou nao o
desenvolvimento das culturas in vitro (MOLINARI et al. 2021). A presenca da varidvel
compostos bioativos em explantes mantidos com 156 e 234 uM de BAP, pode ser devido a um
estresse causado por alta concentragdes de citocininas, ja que houve um estimulo para uma
multiplicacdo celular e o material vegetal ndo conseguiu responder da forma desejavel.

Este € o primeiro relato da organogénese de Platonia insignis. Calos de “parte area
anormal” sdao explantes promissores para a organogénese indireta, podendo otimizar a

multiplicacdo e formacdo de novas plantas. Os meios de cultivo suplementados com 78,12 e
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156 uM de BAP se mostraram os mais eficazes para induciao da organogénese. Explantes de
“parte drea normal” proporcionaram a indu¢@o novas gemas laterais, podendo também serem
utilizados como fonte de explante com a suplementacao de 234 uM de BAP. Sendo assim, este
estudo nos mostra que a técnica da organogénese in vitro pode se tornar uma alternativa para a
propagacdo do bacurizeiro, podendo proporcionar uma multiplicacdo rdpida e formacdo de

novas plantas, contribuindo com a industria e o comercio do bacuri.
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CAPITULO 1V

Conclusio
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CONCLUSOES

Houve uma reducdo do tempo de germinagdo da espécie Platonia insignis, sendo que em
condi¢des de campo, ela necessita de trés anos para que sua germinacdo se complete, com o
uso da técnica de germinagdo in vitro, isso se reduz a 60 dias;

A germinacdo in vitro do bacuri ndo apresenta necessidade de adicdo de reguladores de
crescimento, pois houve respostas significativas nos tratamentos MS sem reguladores de
crescimento, dgar e dgua;

Explantes a partir de plantas de P. insignis germinadas in vitro sao fontes de explantes eficientes
para a inducdo de organogénese. A partir de explantes de calos de parte drea anormal foi
possivel a inducdo da organogénese indireta quando inoculadas nos meios MS + 156 uM de
BAP, sendo assim indicados para essa inducao.

O presente trabalho € o ponto inicial para futuras pesquisas, os resultados obtidos demostram
que a técnica da micropropagacdo associada a outras técnicas pode otimizar a domesticacao e
a conservacdo do bacurizeiro, garantindo indimeras possibilidades quanto a pesquisa e
exploragdo mercadoldgica da espécie.
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