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RESUMO

O bacurizeiro € uma fruteira arborea nativa da AmazoOnia brasileira, com elevado valor
socioecondmico ainda estd em processo de domesticagdo, corre risco de erosdo genética devido
a pressdo do uso da terra pela agricultura, e a falta de técnicas adequadas de propagacdo. Assim,
como alternativa vidvel para a espécie, destaca-se a micropropagacao através da embriogénese
somadtica, técnica que explora a totipotencialidade e a alta plasticidade que as células vegetais
podem proporcionar sendo uma importante ferramenta para propagacdo em larga escala de
plantas. Um protocolo eficiente de propagacio ajudara a superar as dificuldades de producao
de mudas para a forma¢do de pomares da espécie, e possibilitard a selecao de plantas com a
caracteristicas agronomica de interesse. Portanto, o objetivo deste trabalho é determinar se
explantes foliares e florais sdo eficientes para a inducdo da calogénese do bacurizeiro. Para
inducdo da embriogénese somatica foram utilizadas flores e folhas de diferentes matrizes de
regides do estado Maranhao, compondo quatro experimentos. Em todos os testes, os explantes
florais e foliares passaram por processo de desinfestacdo de acordo com o tipo de explante,
antes e durante manipulacdo em fluxo laminar. Em seguida os explantes foram excisados
cuidadosamente e inoculados em meios de cultura com diferentes combinagdes de reguladores
de crescimento. Foram realizadas as avaliagdes quanto a oxidagdo (%), indugdo de calos (%),
contaminac¢do (%) e sobrevivéncia (%) dos explantes. Para os explantes provenientes de flor,
os seguimentos de ovdario foram os unicos a apresentarem formacdo de calos, portanto,
indicados para a inducdo da embriogénese somatica do bacurizeiro. Os seguimentos de ovarios
nos meios de cultura contendo as trés concentragdes de Picloran mais o meio de cultura
contendo a menor concentracio de 2,4-D, proporcionaram respostas de calos (%) superiores
quando comparados aos demais meios de cultura. Os explantes foliares ndo proporcionaram a
formacdo de calos, e as contaminacdes impediram os avangos do trabalho, portanto, sio
necessarios novos experimentos que busquem um protocolo de desinfestacdo eficiente. Assim,
os explantes florais apresentaram elevado potencial para a inducdo de calogénese, e ainda o
ovério da flor do bacurizeiro foi o explantes mais responsivo, além disso, meio de cultura com
altas concentragdes de picloram sdo eficientes para a indugdo de calos em ovario da flor do
bacuri.

Palavra-chave: Bacuri. Explantes. Micropropagagao.



ABSTRACT

The bacurizeiro is a tree fruit tree native to the Brazilian Amazon, with high socioeconomic
value is still in the process of domestication, is at risk of genetic erosion due to the pressure of
land use by agriculture, and the lack of adequate propagation techniques. Thus, as a viable
alternative for the species, micropropagation through somatic embryogenesis stands out, a
technique that explores the totipotentiality and high plasticity that plant cells can provide, being
an important tool for large-scale propagation of plants. An efficient propagation protocol will
help to overcome the difficulties in producing seedlings for the formation of orchards of the
species and will enable the selection of plants with the agronomic characteristics of interest.
Therefore, the objective of this work is to determine whether leaf and floral explants are
efficient for inducing bacuri callogenesis. For the induction of somatic embryogenesis, flowers
and leaves from different matrices in regions of the state of Maranhido were used, composing
four experiments. In all tests, floral and foliar explants underwent a disinfestation process
according to the type of explant, before and during manipulation in laminar flow. Then the
explants were carefully excised and inoculated in culture media with different combinations of
growth regulators. Evaluations were performed regarding oxidation (%), callus induction (%),
contamination (%) and survival (%) of explants. For the explants from flowers, the ovary
segments were the only ones to present callus formation, therefore, indicated for the induction
of bacuri somatic embryogenesis. The segments of ovaries in the culture media containing the
three concentrations of Picloran plus the culture medium containing the lowest concentration
of 2,4-D provided superior callus responses (%) when compared to the other culture media. The
leaf explants did not provide the formation of calluses, and the contamination prevented the
progress of the work, therefore, new experiments are needed that seek an efficient disinfestation
protocol. Thus, the floral explants showed a high potential for the induction of callogenesis,
and the ovary of the bacuri flower was the most responsive explant, in addition, culture medium
with high concentrations of Picloram are efficient for the induction of calluses in the ovary of
the flower from bacuri.

Keyword: Bacuri. Explants. Micropropagation.
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1 INTRODUCAO

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) é uma espécie frutifera nativa da flora
amazoOnica brasileira, com elevado valor socioecondmico e ambiental, especialmente para as
regides Norte e Nordeste (RODRIGUES et al., 2021). Individuos arbéreos desta espécie podem
ser encontrados no estado do Maranhao, Para,Mato Grosso, Piaui, Tocantins ¢ Goias (SOUZA
et al., 2007). Além disso, segundo o censo agropecudrio de 2017 do IBGE (2016/2017), a
produgdo brasileira de bacuri concentra-se principalmente na regido Norte (86,0%) e no
Nordeste (13,5%), com o Pard e o Maranhdo como os maiores produtores do fruto
respectivamente (IBGE, 2017).

O comercio do bacuri teve aumento significativo nos dltimos anos, quando a polpa do
fruto se destacou na agroinddstria como insumos para diversos produtos, e por apresentar
compostos fendlicos de interesse industrial, sendo também alvo de exportacdo in natura ou
processada, destinada aos mercados Europeu, Estados Unidos e Japao (SINIMBU NETO, 2010;
RODRIGUES et al., 2021; YAMAGUCH]I et al., 2021). Embora o mercado de polpa de bacuri
seja altamente promissor, essa producdo é majoritariamente extrativista, o que afeta a cadeia
produtiva (HOMMA, 2018). Isso se dé a grande dificuldade de produzir mudas via sementes,
em decorréncia da sua baixa viabilidade e por apresenta uma dorméncia na gema apical que
ocasiona formacdo lenta da planta, quando se trata em brotagdes de raiz, o grande entrave esta
no desenvolvimento de sistema radicular independente da planta-mae, pois quando a
independéncia acontece, € invidvel o uso da muda por apresentar altura superior a 1,5 m
dificultando o pegamento das mesmas (MENEZES et al., 2012; CARVALHO e
NASCIMENTO, 2018).

Diante deste cendrio, a aplicagdo de técnicas biotecnologicas na P. insignis, podera
contribuir diretamente no processo de propagacdo, domesticacdo e melhoramento genético da
espécie (MARINHO et al., 2022). Atualmente, dentre as técnicas que podem ser usadas, tem-
se a embriogénese somdtica que se fundamenta na totipotencialidade e a alta plasticidade que
as células vegetais exibem, sendo uma interessante ferramenta na propagacao de plantas em
larga escala (FEHER, 2019). Na ES h4 exposicio de células ou tecidos de diferente explantes,
como embrides zigbticos, inflorescéncias, dpices caulinares entre outros, em condi¢des in vitro
e concentracdes conhecidas de sais minerais, compostos organicos e reguladores de
crescimento vegetal, como auxinas e citocininas (OLIVEIRA et al., 2022). Um dos principais
gargalos da ES, € a escolha do explante que apresente células jovens, e que irdo responder aos

estimulos proporcionados pelas caracteristicas do meio de cultura, portanto, para o sucesso da
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técnica, é necessario a exposicdode células ou tecidos provenientes de diferentes explantes as
condig¢des de cultivo in vitro (CARDOSO, 2018).

As auxinas sdo frequentemente usadas para a indugdo de calos, essas induzem
respostas que podem ser a chave para a reprogramacgdo genética, metabdlica e fisioldgica, que
resultam na competéncia embriogénica das células somadticas vegetais (FEHER et al., 2003).
Porém, também podem ser usadas combinagdes de auxinas e citocininas para a indugao de calos
embriogénicos, como Almeida et al (2022) usou em pétalas de Hippeastrum aiming para a
inducdo da embriogénese somdtica, e Nogueira et al (2007) ao usar explantes foliares de
Brysonima intermedia A. Juss testou diferentes combinacgdes de 2,4-D com BAP ou TDZ, e
observou que o meio ideal para a indugdo de calos na espécie é o que contém apenas 2,4-D.

Embora a P. insignis seja altamente promissora para diferentes industriais e existam
trabalhos que estudam alternativas para a sua propagacdo, aplicacdo farmacéuticas e haja
trabalhos na cultura de tecidos que mostre o potencial da semente em gerar calos in vitro, ainda
ndo ha relatos da indugdo de calogénese na flor e folha do bacurizeiro in vitro. Um protocolo
eficiente de propagacdo a partir de flores e folhas € importante por se tratar de fonte de explantes
que geram plantas idénticas as plantas matrizes, assim, além de ajudar a superar as dificuldades
de producdo de mudas para a formagdao de pomares da espécie, possibilitard a propagacao de
plantas com a caracteristicas agrondmica de interesse. Assim, o objetivo do trabalho ¢é

determinar se explantes foliares e florais sdo eficientes para inducdo da calogenése
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Determinar se explantes foliares e florais sdo eficientes para indu¢do da embriogénese somatica

do bacurizeiro (Platonia insignis).
2.2 Objetivos Especificos
- Estabelecer explantes de flor e folhas de bacurizeiro in vitro;
- Determinar um tipo de explante para a indu¢do de calos em bacurizeiro;

- Determinar quais auxinas exdgenas sdo eficientes para a indugdo de calos em bacurizeiro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bacurizeiro
3.1.1 Classificacdo Taxondmica

O bacurizeiro pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Theales, familia Clusiaceae, subfamilia Clusioideae, género Platonia, espécie Platonia insignis
Mart., cujo género Platonia € um monotipo, constituido por uma dnica espécie (CARVALHO
e NASCIMENTO, 2018).

A palavra bacuri vem do tupi, na qual “ba” significa — cair, curi” — logo, assim, € aquele
que cai logo que amadurece (FONSECA, 1954 Apud RUFINO, 2008). O fruto do bacurizeiro
possui nomes diversos, que sdo decorrentes das diferentes nacionalidades dos missiondrios e
viajantes estrangeiros, que eram de diferentes nacionalidades e grafaram o nome como ouviam,
esses nomes sdo: bacuri, bacuri-agu, bacuri-grande, bacori, bacoriba, bacuriuba, bulandim, 1ba-
curi-yba, ibacupari, ibacopari, ibacori, ibacuri, ibacurapari, ybacuri, ibicura, landirana, pari,
pacori, pacuri, pacoru, pacuru, pacuriuva, paquori, ubacuri, ubacury (ARA[:TJO et al., 2018;

CARVALHO et al., 2022).
3.1.2 Caracterizagdo Botanica

Em condi¢des de vegetacdo primdria, o bacurizeiro pode alcangar altura superior a
30m, com copa de 20 m de didmetro (CARVALHO e NASCIMENTO, 2018). Possui tronco
retilineo, de forma circular e com ramificacdes somente no seu terco terminal, revestido de
casca espessa variando entre 8-20 mm, irregular, fissurada, com sulcos longitudinais mais ou
menos profundos, coloragdo pardo-escura, com pequenas zonas acinzentadas ou
esbranquigadas (Figura 1A) (GUIMARAES et al., 1993; CAVALCANTE, 2010; CARVALHO
et al., 2022). As folhas s3o simples, elipticas e com disposi¢do oposta cruzada, nervuras
secunddrias copiosas e proximas, terminando em uma nervura que acompanha toda a periferia
da folha, e peciolos curtos com comprimento entre 1 ¢ 2 cm (SOUZA et al., 2000; SINIMBU
NETO;2010). Com coloragdo verde-brilhosas na face adaxial e verde mais claro e com pouco
brilho na face abaxial (CAVALHO et al., 2022).

As flores sdao hermafroditas, distribuidas nas extremidades dos ramos, isoladas ou em
grupos de duas até 30 e dispostas em pedinculos, o cdlice € formado por cinco sépalas de cor
verde e a corola por cinco pétalas, sendo essas de coloragdo réseo intenso até creme (Figura

1B) (CARVALHO e NASCIMENTO, 2018). As flores possuem comprimento médio de 6,1
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cm e largura de 4,1 cm (CARVALHO et al., 2022). Os estames sdo agrupados em cinco feixes,
distribuidos de forma uniforme, unidos a base, cada um contendo numerosos estames, € a
deiscéncia da antera é longitudinal, com demasiada quantidade de grio de pélen (MAUES e
VENTURIERI, 1996; CARVALHO e NASCIMENTO, 2018). Possuem ovario supero,
volumoso, com diametro em torno de 1,5 cm e comprimento 1,7 cm, com estigma situado, em
alguns genétipos, em nivel superior ao dos estames € em outros no mesmo nivel ou um pouco
abaixo, sendo constituido por cinco I6bulos (CARVALHO e NASCIMENTO, 2018).

A polinizacao € realizada principalmente por psitacideos de pequeno porte e traupideos
que visitam as flores em busca de néctar e de pdlen (MAUES e VENTURIERI, 1996;
CARVALHO et al., 2022). Diversas espécies de abelhas sem ferrdo, principalmente do género
Trigona, assumem o papel de polinizadoras, mas por permanecerem por mais de cinco minutos
sobre a superficie dos estames, elas efetuam mais autopolinizacdo, que raramente resulta na
fecundacao de 6vulos (CARVALHO et al., 2022). O bacurizeiro € uma espécie que apresenta
alogamia acentuada e autoincompatibilidade esporofitica devido ao momento em que as flores
sdo autopolinizadas, ndo haver crescimento do tubo polinico (MAUES e VENTURIERI, 1996;
SINIMBU NETO, 2010). A autoincompatibilidade, que é a incompatibilidade entre genétipos
também se manifesta em maior ou menor intensidade (CARVALHO et al., 2022).

O fruto do bacurizeiro € uma baga volumosa, uniloculada, formato arredondado,
ovalado, piriforme ou achatado, nesse dltimo caso com cinco sulcos visiveis na parte externa
(Figura 1C) (CAVALCANTE, 1996; SINIMBU NETO, 2010). O epicarpo é delgado e
indivisivel do mesocarpo. O mesocarpo € espesso € de consisténcia coridcea, repleto de vasos
que, exsudam substancia resinosa de cor amarela, quando cortado ou ferido (SINIMBU NETO,
2010). O conjunto formado pelo epicarpo e mesocarpo, popularmente denominado de casca,
representa 70% do peso do fruto, com endocarpo de cor branca, aroma forte, sabor agridoce e

desprovido de vasos lactiferos (Figura 1D) (SINIMBIj NETO, 2010).
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Figura 1. Representacio da arvore (A), flores (B), fruto (C) e endocarpo do bacurizeiro (D).

- o . o -

Fonte: ALBUQUERQUE (2022)

As sementes sao oblongas-angulosas, grandes, ricas em O6leo, apresentam formato
elipsoidal, a intensidade das angulosidades, depende do nimero de sementes que se formam no
fruto, a face onde se situa a linha da rafe é, em geral, ligeiramente concava e o lado oposto
convexo (CARVALHO, 2007). No caso de sementes oriundas de um mesmo léculo do ovario,
o formato € bastante irregular e dependente do nimero de sementes que se formam no l6culo
(MOURAO e BELTRATI, 1995; CARVALHO, 2007).

O tegumento apresenta coloracdo amarronzada, com vdrios feixes vasculares faceis de
serem visualizados devido a sua coloracdo mais clara, principalmente o que acompanha a linha
da rafe, devido a sua robustez (CARVALHO, 2007). O hilo é de coloracdo mais escura que o
tegumento, com pequena por¢ao central mais clara e formato arredondado e a micrépila esta

situada proxima ao hilo sobre uma pequena protuberancia triangular (CARVALHO, 2007).0
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embrido € constituido unicamente pelo eixo hipocétilo-radicula, sendo os cotilédones vestigiais.
Os tecidos de reserva estio armazenados no longo e espesso eixo hipocétilo-radiculaMOURAO
e BELTRATI, 1995; CARVALHO e NASCIMENTO, 2018).

3.1.3 Centro de Origem e Distribui¢do Geografica

Do Pard, no norte do Brasil, o bacurizeiro se dispersou em direcio ao Nordeste,
atingindo as dreas de cerrado e chapaddes dos estados do Maranhdo e Piaui, povoando
densamente as dreas de vegetacdo secunddria, diferentemente dos Estados Acre, Amapa e
Amazonas Roraima e Tocantins onde ocorre em vegetacdo priméria (CAVALCANTI, 1996;
CARVALHO, 2007). Entretanto, existem registros da ocorréncia espontanea em outros paises
proximos ao Brasil, como por exemplo, o Suriname, Guiana, Guiana Francesa, Amazonia
Peruana, Equatoriana, Colombiana (CARVALHO e NASCIMENTO, 2018).

Os bacurizeiros no Maranhdo, estdo localizados em dreas compreendidas a Oeste do
meridiano de 44° W, seguindo a margem do rio Parnaiba e o paralelo de 60° Sul, situadas a 20°
32’ de latitude Sul e 44° 17° de longitude Oeste. Esta drvore € encontrada com grande dispersao
de forma espontanea, nas regides do Cerrado, da Pré-Amazonia Maranhense, do Baixo Parnaiba
Maranhense, na Baixa Maranhense e nas regioes do Planalto Sul do Maranhdo (FIPE, 1979
apud SINIMBU NETO, 2010).

3.1. 4 Métodos de Propagacao do Bacurizeiro
3.1.4. Propagacdo sexuada

O principal obstaculo para a forma¢do de mudas de bacurizeiro por via sexuada € o
tempo demasiado longo, em média sdo 589,6 dias para que as sementes completem o processo
germinativo (CARVALHO et al., 2022). A germinag¢do de algumas sementes acontece aos 180
dias apds a semeadura e outras aos 900 dias, esse fato, torna a germinacao bastante desuniforme
(CARVALHO et al., 1998).

A demora na germinac¢do € decorrente do fato de que as sementes exibem um tipo
particular de dorméncia, cujo sitio de a¢do esta localizado na plumula, essa dorméncia € varidvel
entre sementes, e tem forte componente genético, alguns gendtipos apresentam germinacao
superior a 30% aos 120 dias apés semeadura (CARVALHO et al., 1998; CARVALHO e
MULLER, 2007). Outros fatores que limitam a implantagdo de pomares com mudas oriundas
de sementes € o fato de o bacurizeiro ser uma espécie alogama e por apresentar longa fase
juvenil (CARVALHO et al, 2022). O primeiro fator condiciona grandes variacdes entre plantas
de um pomar, devido a segregacdo e a recombinagdo génica, mesmo quando as sementes sao

provenientes de um s6 individuo (CARVALHO e MULLER, 2007). A longa fase jovem de
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plantas propagadas pela via sexuada, faz com que elas s6 entrem em fase reprodutiva 10 anos
ap6s o plantio (CARVALHO et al, 2022).

Quatro eventos morfolégicos bem definidos, sdo observados no processo germinativo
das sementes: Ruptura do delgado tegumento pela raiz primadria, e ocorre entre 12 e 35 dias
apos a semeadura, ocasido em que a porcentagem de sementes com raiz primdria rompendo o
tegumento atinge valor de 100%. Crescimento vigoroso da raiz primdria, que atinge 210 dias
apo6s a semeadura, comprimento em torno de 180 cm. A taxa de crescimento da raiz primaria,
nos primeiros 60 dias, € inferior a 1 cm dia-1, aumentando nos subsequentes, até 120 dias,
quando entdo decresce, sendo particularmente baixa apds atingir 180 cm e até o0 momento do
inicio de emergéncia do epicétilo. Nessa fase as raizes secunddrias, embora numerosas, sao de
tamanho diminuto, com comprimento em torno de 3,2 cm (CARVALHO et al., 1998).

A emergéncia do epicoétilo € o evento mais lento e desuniforme. Em pequena propor¢ao
de sementes, geralmente inferior a 2%, esse evento manifesta-se 180 dias apds a semeadura.
No entanto, para a grande maioria das sementes, esse evento s6 ocorre 500 dias apds a
semeadura. A gema apical, em algumas sementes, apresenta grau de dorméncia tdo acentuado,
de tal forma que a emergéncia do epicoétilo € extremamente lenta so se verificando em periodos
superiores a 900 dias apds a semeadura. Por ocasido da emergéncia do epicétilo, a raiz primadria
apresenta comprimento superior a 180 cm (CARVALHO et al., 1998).

Por tltimo ocorre a abertura do primeiro par de folhas, estando a plantula, entdo com
todas as suas estruturas essenciais claramente definidas. Ressalte-se que, precedendo a abertura
do primeiro par de folhas, o epicétilo cresce cerca de 3 a 6 cm, desenvolvendo dois a cinco
pares de folhas escamosas opostas (CARVALHO et al., 1998).

3.1.5 Propagacdo assexuada

O bacurizeiro exibe a capacidade de emitir muitas brotacdes de raizes, essas podem
até ser consideradas plantas daninhas dependendo das condi¢des que se encontra (HOMMA et
al., 2018). A emissdo de brotagdes ocorre mesmo ap6s a derrubada da planta-mae e dependendo
da abundancia e da distribuicao espacial dos bacurizeiros, apés a derrubada desses, o nimero
de brotacdes oriundas de raizes € tdo grande que pode cobrir totalmente a superficie do terreno
(CARVALHO e MULLER, 2007).

A obtencdo de mudas oriundas de rebentos de raizes é muito dificil, pois a quase
totalidade dessas estruturas nao apresenta sistema radicular independente e, quando da retirada
da brotacdo com parte do segmento de raiz que a originou, o percentual de sobrevivéncia €

baixa (CARVALHO et al., 2022). O sucesso na formac¢do de mudas por esse processo depende
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da formacao de raizes na por¢do basal do rebento, os melhores resultados sdo obtidos quando
se utilizam rebentos com altura inferior a 20 cm e esses sdo retirados no periodo de chuvas,
mas, mesmo nessa situacio, a sobrevivéncia no viveiro é baixa, geralmente, inferior a 25%
(LIMA, 2000; CARVALHO et al., 2022).

O método de enxertia convencional do bacurizeiro envolve a formacdo do porta-
enxerto que € o proprio bacurizeiro obtido por sementes ou por regeneracao da raiz primaria
(CARVALHO e MULLER, 2007). A enxertia possibilita que as plantas entrem em fase
reprodutiva cinco a seis anos apds o plantio, e deve ser efetuada pelo método de garfagem no
topo em fenda cheia (PERES et al, 1997).

O sucesso da enxertia depende, entre outros fatores, da época de retirada das ponteiras
e do diametro dessas, obtém-se maior percentagem de enxertos pegos quando as ponteiras sao
retiradas antes da troca total das folhas da matriz que se deseja propagar, na Amazonia
Brasileira, a época propicia para fazer enxerto de bacurizeiro € entre os meses de maio e junho
(CARVALHO et al., 2022).

3.1.6 Importancia socioecondmica

A polpa do fruto do bacuri € a principal demanda do mercado, essa € usada na culinéria
regional, servindo como insumo para a fabricacdo de diversos subprodutos como bolos, soverte,
bebidas alcodlicas, sucos, entre outros (CARVALHO et al., 2022). As sementes do bacuri
também apresentam importancia alimenticia, por serem ricas em 0leo, que gera subprodutos
como farelo de proteina (PESCE, 2009; CARVALHO et al., 2022).

O fruto € protegido pelo mesocarpo que evita danos mantendo a qualidade da polpa
para o consumo direto de cinco a dez dias, a partir da queda do fruto o que pode garantir o
transporte para regidoes mais afastadas, expandindo o comércio (LOCH, 2013). O sistema de
comercializa¢ao do bacurizeiro é uma cadeia curta, tendo como caracteristica a coleta de frutos
em pequenas quantidades no curto periodo de safra que acontece de janeiro a marco e a extragao
dos frutos de bacuri pode ser efetuada nos estabelecimentos dos proprios pequenos produtores,
mas também, pode ocorrer nas matas e capoeiras (BOTELHO et al., 2020). A prética de
comercializacdo dos frutos e polpas de bacuri acontece de forma desorganizada, e com pouca
estrutura (BOTELHO et al., 2020).

A polpa dos frutos pode ser consumida tanto in natura como processada, a casca e as
sementes apresentam propriedades que permitem o uso na alimentagcdo, as sementes Sao

matéria-prima para extragcdo de 6leo que € usada para produgdo de produtos medicinais, a polpa
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fornece gordura para uso alimenticio, medicinal e cosmético, e o tronco fornece madeira de boa
qualidade, principalmente para a construcao naval (CARVALHO et al., 2022).

Sem divida, a espécie P. insiginis apresenta grande potencial como antioxidante,
devido a presenca de 4cidos graxos insaturados, flavonoides, biflavonoides e benzofenonas
(COSTA-JUNIOR et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2020; BEZERRA et al., 2021;). A Platonia
insignis Mart. € uma planta com potencial quimico-farmacoldgico a ser explorado pois € rica
em compostos bioativos, dentre eles, em especial, os fendlicos, com significativa atividade
antioxidante em ensaios in vitro e in vivo (PINHEIRO et al., 2022). Em estudos com a manteiga
de semente de bacuri Lindoso et al. (2022) relatou que a manteiga do bacuri apresenta efeito
positivo no controle glicémico evidenciado por uma diminui¢do na porcentagem de
hemoglobina glicada, e promove aumento da defesa antioxidante hepdtica, sendo assim, um
potencial remédio para o controle de diabetes.

Hé necessidade de praticar a selecio de plantas matrizes com caracteristicas desejaveis
e de boa qualidade, entretanto para essa selecdo, uma alternativa possivel € a utilizacdo de
caracteristicas fenotipicas (SILVA et al., 2009). Um gargalo no processo de selecdo € a
obtencdo de parametros que apresentam herdabilidade alta para a obtencdo de ganhos genéticos
satisfatorios (SILVA et al., 2009).

O bacurizeiro estd dentro do processo de sucessao ecoldgica, enquadrado no grupo de
espécies oportunistas ou semitolerantes (BARIGAH et al., 1998), essas espécies sobrevivem
em condi¢cdes de sombra, mesmo com a de pendéncia de boa qualidade de luz para
desenvolverem. Esse grupo ecoldgico envolve frequentemente espécies com sementes
recalcitrantes (CARVALHO et al., 2022). A grande quantidade de reservas contida nas
sementes de bacuri, associada a sua lenta mobilizacao, possibilita a sobrevivéncia das plantulas
por dois anos € meio a trés anos, em ambientes com baixa luminosidade e alta competi¢do por
nutrientes (CARVALHO et al., 2022).

Em regides de ocorréncia de bacurizeiros antigas, € possivel verificar que a espécie
tem uma grande facilidade de rebrota, alcancando até 40 mil/plantas/ha, como se fosse uma
planta daninha (HOMMA et al., 2018). O controle desses rebentos espontaneos € realizado,
mediante 0 manejo, que envolve o controle do mato, o desbaste de bacurizeiros permite a
formacdo de pomares de bacurizeiros nas dreas degradadas das Mesorregioes do Nordeste
Paraense e Marajd, com reduzida opcdo para outras culturas (HOMMA et al., 2018). Esse
aspecto do bacurizeiro € de muita importancia e pode ser uma alternativa para auxiliar na

recuperacio de dreas degradas e para recompor Areas de Reserva Legal (ARLSs) constitui
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importante alternativa para promover a recuperagio de dreas degradadas e para recompor Areas
de Reserva Legal (ARLs) e de Preservacdo Permanente (APPs), através de seu manejo ou
efetuando plantios atendendo as normas do Novo Cdédigo Florestal (Lei 12.651, 25/05/2012)
(HOMMA et al., 2018).

O bacurizeiro se desenvolve em dreas com déficit hidrico bem mais intenso do que nas
areas de ocorréncia natural na Amazonia brasileira, por isso, € possivel a existéncia de ecotipos
mais tolerantes a seca (CARVALHO et al., 2022). Ja houve relatos de bacurizeiros nativos do
estado do Maranhio, na regido compreendida entre os municipios de Zé Doca e Sao Luis, que
sdo nitidamente mais tolerantes a seca do que plantas nativas da regido de Belém, no Pard (Kerr
etal., 1986 Apud CARVALHO et al., 2022). Por outro lado, € possivel também a existéncia de
ecotipos tolerantes a condicao de drenagem deficiente. Esse fato, deve ser considerado devido
a ocorréncia da espécie em populacdes naturais em algumas dreas da ilha do Maraj6, estado do
Pard (CARVALHO et al., 2022).

3.2 Micropropagacao em arboreas

A cultura de tecidos € uma técnica biotecnolégica que envolve um conjunto de
métodos pelas quais, em condi¢des assépticas, células, 6rgios, ou tecidos denominados
“explantes”, sdo retirados da planta matriz e utilizados para produzir novas plantas num
processo continuo, em um periodo relativamente curto (SOUZA et al., 2018). No cultivo in
vitro, os explantes sao mantidos em condi¢des controladas, com oferta adequada de nutrientes,
pH, temperatura, fotoperiodo e fonte de carbono (MORALIS et al., 2012).

Além da producdo de mudas em larga escala, o cultivo in vitro é usada para estudos
de morfogénese vegetal e proporciona condi¢des que visam a compreensao de rotas metabdlicas
primdrias e secundarias (SOUZA et al., 2018). Alguns conceitos sdo importantes para a cultura
de tecidos como a totipoténcia celular, competéncia e determinacdo (CHAGAS, 2014). A
totipoténcia celular, se caracteriza como a capacidade que a célula vegetal viva, com sistema
laminar intacto, nucleada e ja diferenciada, possui de voltar ao seu estado meristematico,
podendo redefinir seu padrio de diferenciacdo celular (TERMIGNONI, 2005 Apud GOLLE,
2007). A competéncia € a capacidade das células responderem a um sinal especifico e a
determinacgdo € o processo pelo qual o potencial de desenvolvimento de uma célula torna-se
limitado a uma rota especifica (TREWAVAS, 1981; CHRISTIANSON, 1985; CHAGAS,
2014).

Para o sucesso da micropropagacdo € necessario um protocolo de desinfestacao

adequado, explantes que apresentem tecidos meristematicos e um meio de cultivo que associado
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as condig¢des proporcionadas, promova estimulos suficientes para o desenvolvimento da rota
morfogenética no tecido vegetal (MORALIS et al., 2012).

A composicdo do meio de cultura principalmente com uso de reguladores de
crescimento, propiciam efeitos intensos sobre a resposta dos explantes nas diferentes fases do
cultivo in vitro. Além disso, estes sdo responsdveis pela determinacdo do desenvolvimento de
células, tecidos ou plantas em meio de cultura (SOUZA et al., 2018).

A propagacdo de plantas por cultivo in vitro geralmente € alcancada através das
técnicas de organogénese e embriogénese somdtica, sendo a ultima, um processo mais
complexo de diferenciacdo, pois € um evento morfogenético no qual uma célula somatica tem

a capacidade de produzir uma planta inteira sem a fusio de gametas (FEHER et al., 2003).
3.2.1 Embriogénese Somatica

A embriogénese somadtica (ES) pode ser descrita como um processo pelo qual células
somaticas desenvolvem-se por meio de estruturas similares a embrides zigoticos, dando origem
auma planta, sem que ocorra fusdo de gametas (PINHAL et al., 2011). Esta técnica é importante
para plantas lenhosas pois caracteriza-se como ferramenta mais promissora para a propagagao
clonal massal e rdpida. visto que estas plantas que t€m um ciclo de vida longo e sdo dificeis de
propagar por métodos convencionais (GUAN et al., 2016).

A embriogénese somatica baseia-se na exposi¢do de células ou tecidos de diferentes
explantes em concentracoes de sais minerais, compostos organicos e reguladores de
crescimento vegetal, como auxinas e citocininas (OLIVEIRA et al., 2022). Além disso, essa
técnica pode ser induzida de maneira direta ou indireta, em que o embrido somatico pode ser
obtido diretamente do explante (direta) ou desenvolvido a partir de calos (indireta).

A indugdo de calos in vitro é dividida em trés etapas: (i) indu¢do na qual hd a
preparagdo do tecido isolado com a ativagdo do metabolismo para a desdiferenciacdo e divisdo
celular; (i1) mitose, as células dividem-se ativamente em células de tamanho menor,
normalmente inicia-se nas bordas do explantes, se expandindo para o centro; (iii)
desdiferenciacgdo, o tecido perde a sua identidade histoldgica e as células tornam-se maiores, a
taxa de divisdo celular diminui e ocorre o equilibrio entre a divisdo e expansao celular (SOUZA
et al., 2018).

A técnica da embriogéneses compreende um protocolo com vdrias etapas: indugdo,
multiplicacdo, desenvolvimento, maturagdo, germinacdo e conversao de plantas. Todas essas
etapas sdo caracterizadas por eventos fisiologicos, morfolégicos e moleculares distintos

(ZAVATTIERI et al., 2010). Para que se tenha a formacdo de calos, normalmente € necessario
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que ocorra a adi¢io de reguladores de crescimento ao meio de cultivo (VIETEZ e SAN-JOSE,
1996). Sabe-se ainda que para cada etapa de diferenciacdo da ES, ha a atuacdo de reguladores
de crescimento especificos, como por exemplo as auxinas, que sao requeridas principalmente
nas fases de induco e multiplicacio de embrides somaticos (VONDRAKOVA et al., 2011).

A fase de inducdo da ES € uma das etapas mais importante do processo, pois é
influenciada pelas condi¢des de cultivo, tecidos vegetais utilizados, gendtipo e reguladores de
crescimento (CHAGAS, 2014), No geral, na maioria dos protocolos de inducdo da ES, ¢é
utilizadas as auxinas sintéticas como por exemplo o 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), Picloram
(4cido 4-amino-3,5,6- tricloropicolinico) e ANA (4cido anaftalenoacético), esses reguladores
de crescimento desencadeiam os processos de desdiferenciacdo e rediferenciacdo para os
modelos indiretos e diretos respectivamente (GUERRA, 1999 Apud CHAGAS, 2014;
CHAUDHARY e PRAKASH, 2019 ). Além disso, a indu¢do de calos pode ser realizada sem
adicao de reguladores de crescimento no meio de cultivo de acordo com o trabalho de Marinho
et al. (2022) com bacuri.

A multiplica¢do dos calos pode ser realizada em meio contendo auxinas como por
exemplo, meio contendo AIA (Acido indolacético) (PINHEIRO et al., 2012), ou meios
suplementados com combinagdo de 2,4-D e putrescina (CORREA, 2015). A maturacio é a fase
que se refere ao estddio em que hé o prosseguimento da fase inicial dos embrides para a tardia
(CHAGAS, 2014). Para essa fase, as principais substancias utilizadas sdo o 4cido abscisico
(ABA); Agentes osmoticos, a exemplo: PEG (polietilenoglicol), carboidratos, hexitois e carvao
ativado (CHAGAS, 2014). Na auséncia de ABA, a maturagdo resulta em embrides sométicos
pouco desenvolvidos e frequentemente anormais, apresentando baixa capacidade para a
germinagdo e desenvolvimento da planta (DETONI, 2013).

Os embrides somdticos podem ser germinados em diferentes composicao meios, que
pode ser suplementado com 4cido giberélico (GA3) como € observado no trabalho de Nufio et
al. (2012) na cultura do Jarilla heterophylla, e por Rodrigues et al. (2022) em Euterpe edulis,
além disso, em diferentes combinacdes de citocininas e auxinas (SUN et al., 2011), combinac¢ado
de auxina ANA e poliamina putrecina (CORREA, 2015) ou desprovido de reguladores de
crescimento como mostrado em trabalhos com Lactuca sativa ( PINHEIRO et al., 2012). E
importante ressaltar que o sucesso de cada etapa € imprescindivel para um protocolo eficiente
de ES, além de que as concentragdes e reguladores de crescimento para cada fase, depende da

espécie e explante utilizado.
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4 METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos da

Universidade Estadual do Maranhao (LCT/UEMA), Campus Paulo VI, Sdo Luis, Maranhao.

4.1 Experimento I

Foram realizados trés experimentos iniciais, com flores coletadas em trés municipios

do estado do Maranhdo: Barreirinhas, Cod6 povoado Bom Jesus e Sdo Luis (Figura 2).

Figura 2 — Mapa da localizacio das trés areas de coletas de material vegetal em individuos arbéreos de
bacurizeiro (Platonia insignis) nos municipios de Sdo Luis (borda vermelha no mapa), Barreirinhas
(borda azul no mapa) e Codoé (borda amarela no mapa), Maranhio, Brasil. (Sistema Referente de
Coordenadas (SRC): Geograficos, Datum: Sirgas 2000 e Cédigo EPSG: 4674).
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4.1.2 Estabelecimento in vitro e inducdo da calogénese a partir de flores

As flores usadas nesse experimento tinham um comprimento médio de 2,99 cm,
didmetro médio de 5,5 cm e peso médio de 4,69 g. Em camara de fluxo laminar, os explantes

florais foram imersos em dlcool etilico 70% (v/v) por trés minutos, seguida da imersdo em
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hipoclorito de sédio comercial (NaOCl, Qboa®, Osasco, SP, Brasil) (com 2,5% de cloro ativo)
acrescido de uma gota de Tween 20® (Isofar Ltda®, Duque de Caxias - RJ) para cada 100 mL
de solucdo, mantendo-os em imersdao por 30 minutos (Figura 3 A). Posteriormente, foram
enxaguados em dgua destilada autoclavada por trés vezes, com durag@o de cinco minutos cada
lavagem.

Ap0s a desinfestacdo, em camara de fluxo laminar e com o auxilio de pingas e bisturis,
as flores foram cuidadosamente excisadas em dois cortes verticais e horizontais (Figura 3 B).
Os explantes foram inoculados em placas de Petri descartdaveis contendo 30 mL-1 de meio de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (PhytoTech®, Lenexa, KS, USA), suplementado
com 30 g L-1 de sacarose (ISOFAR®, Duque de Caxias - RJ), 100 mg L-1 mio-inositol
(SIGMA®, St. Louis, MO, USA), 1 g L-1 de L-glutamina (Dindmica®, Indaiatuba, SP, Brasil),
1 g L-1 de L-arginina (Inlab®, Vila Campestre, SP, Brasil), 0,5 g L-1 de L-asparagina (Synth®,
Diadema, SP, Brasil), ), 3,0 g L-1 de carvao ativado (SIGMA® St. Louis, MO, USA) (Figura
3 C), com diferentes concentracdes de auxinas constando de dez tratamentos e cinco repeti¢des
(Tabela 1).

Todos os meios tiveram o pH ajustado para 5,7 + 1,0 antes da adi¢do do agente
gelificante (2,0 g L-1 de Phytagel - Sigma, St. Louis, MO) e foram esterilizados por
autoclavagem a 121 °C durante 15 minutos a 1,5 atm de pressao. Os explantes foram mantidos
em sala de crescimento controlada sob condi¢des de escuro, 24+2°C, durante 60 dias. Foram
realizadas as avaliacdes oxidag¢do dos explantes (%), inducdo de calos (%), contaminacao (%)

e sobrevivéncia (%) aos 135, 30, 45, 60 DAI (dias apds a inoculagio).

Figura 3. Instalacao do experimento I — (A) Processo de desinfestacio das flores, (B) Corte longitudinal do
explante, (C) Explantes inoculados em meio de cultura.

Fonte: ALBUQUERQUE (2022)
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Tabela 1 — Meios de cultura com diferentes concentracoes de auxinas para inducio da embriogénese
somatica de bacurizeiro a partir de explantes florais.

Meio de Cultura

MS sem reguladores de crescimento (controle)MS +
225,0 uM de ANA
MS +450,0 uM de ANAMS
+675,0 uM de ANA
MS + 225,0 uM de Picloram
MS +450,0 uM de Picloram
MS + 675,0 uM de Picloram
MS +225,0 uM de 2,4-D
MS + 450,0 uM de 2,4-D
MS + 675,0 uM de 2,4-D

4.1.3 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
dez meio de cultura (Tabela 1) e cinco repeticdes. A unidade experimental foi composta por

quatro explantes por placa.

4.2 Experimento I1
4.2.1 Coleta do material vegetal

Foram utilizadas como fonte de explantes 50 flores imaturas de bacurizeiro (Platonia
insignis Mart.) com comprimento médio de 4,15 cm, didmetro médio de 2,63 cm, peso médio
de 10,60 g, e coloracdo rosa clara (Figura 5A), provenientes de um individuo arbéreo
proveniente da Fazenda Escola, Universidade Estadual do Maranhdao — UEMA, Sao Luis, MA.

As flores foram acondicionadas em embalagens plésticas e transportadas ao LCT-
UEMA. Em seguida, realizou-se a triagem e andlise biométrica das flores. Apds a triagem,
realizou-se a pré-desinfestacdo das flores por meio de solugdo de Cercobin® 875 WG (1g L-1)

por 16 horas, seguida da lavagem em dgua corrente por 60 minuto
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Figura 4 — Mapas de localizacao Fazenda Escola, UEMA, Sao Luis, Maranhao, Brasil (latitude: 2° 35'

8.29" S, longitude: 44° 12' 30.29" W) (Sistema Referente de Coordenadas (SRC): Geograficos, Datum:

Sirgas 2000 e Cédigo EPSG: 4674): Mapa a esquerda: localizacdo do Brasil e o estado do Maranhio na
América do Sul. Mapa a direita. Mapa de localizacao da area experimental Fazenda Escola —- UEMA.
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4.2.2 Estabelecimento in vitro e indugdo da calogénese a partir de estruturas florais

Em cimara de fluxo laminar, as flores foram submetidas a desinfestacdo por meio da
imersdo em dlcool etilico 70% (v/v) por dois minutos, seguida da imersdo em solugdo de
hipoclorito de s6dio comercial (NaClO; Qboa®, Osasco, SP, Brasil) na concentracao de 2,5%
de cloro ativo e acrescido de 1 gota de Tween® 20 para cada 100 mL-1 de solucdo e 10 mL-1
acido ascorbico (filtro-estéril) por 15 minutos. Posteriormente, foi realizada a lavagem por trés
vezes em dgua destilada autoclavada durante 2 minutos para a remog¢ado do residuo das solugdes
desinfetantes (Figura 5B).

Ainda em cimara de fluxo laminar, as estruturas florais foram cuidadosamente
separadas em calice, estame, ovario e pétala (Figura 5C e Figura 5D). Apos a separagdo,
realizou-se uma segunda desinfestagdo, onde as estruturas florais foram imersas em alcool
etilico 70% (v/v) por um minuto, seguida da imersdao em solucdo de hipoclorito de sédio
(NaOCl; Qboa®, Osasco, SP, Brasil) a 1% de cloro ativo, acrescido de uma gota de Tween®
20 para cada 100 mL-1 de solug@o por dois minutos para os estames € ovdrios, enquanto adotou-
se cinco minutos para pétalas e cdlices devido serem estruturas florais que permanecem mais
expostas em condi¢des de campo. Posteriormente, todas as estruturas foram enxaguadas em
triplice lavagem com 4gua destilada autoclavada com duragdo de 2 minutos cada lavagem. Apds
as desinfestacOes, os explantes foram mantidos em solugdo de acido ascorbico estéril (10 mL-

1) até o momento de inoculagdo em meio de cultura.
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Apos as desinfestagdes, em camara de fluxo laminar e com o auxilio de pincgas e
bisturis, as pétalas foram excisadas em segmentos de aproximadamente 1 cm?, os ovdrios
excisados em cortes cilindricos de aproximadamente 1 cm. (Figura 5D). Os explantes de cdlices,
estames, ovarios e pétalas foram inoculados em placas de Petri descartavel 90 x 15 cm (Olen®,
S@o José dos Pinhais -PR, Brasil) contendo 25 mL de meio de cultura MS (PhytoTech®,
Lenexa, KS, USA) (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose
(ISOFAR®, Duque de Caxias — RJ, Brasil), 100 mg L-1 mio-inositol (SIGMA®, St. Louis,
MO, USA), 1 g L-1 de L-glutamina (Dindmica®, Indaiatuba, SP, Brasil), 1 g L-1 de L-arginina
(Inlab®, Vila Campestre, SP, Brasil), 0,5 g L-1 de L-asparagina (Synth®, Diadema, SP, Brasil),
3,0 g L-1 de carvao ativado (SIGMA®, St. Louis, MO, USA) e diferentes concentracdes de
auxinas: acido naftalenoacético (ANA) (SIGMA®, St. Louis, MO, USA), 4cido 4-amino-3,5,6-
tricloropicolinico (Picloram) (Phytotech®, Lenexa, KS, USA) e 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) (SIGMA®, St. Louis, MO, USA), com diferentes concentracdes, além de um meio de
cultura controle, MS sem adi¢do de reguladores de crescimento (Tabela 1). Todos os meios
tiveram o pH ajustado para 5,7 + 1,0 antes da adi¢do do agente gelificante (2,0 g L-1 de
Phytagel® - Sigma, St. Louis, MO) e foram esterilizados por autoclavagem a 121 °C durante
15 minutos a 1,5 atm de pressd@o. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento
controlada sob condi¢des de escuro, 24+2°C, durante 60 dias. Foram realizadas as avalia¢des
oxidac¢do dos explantes (%), calos (%), contaminacdo (%) e sobrevivéncia (%) aos 15, 30, 45,

60, 75, 90, 105 DAI (dias apds a inoculagdo).
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Figura 5 — Representacao dos explantes florais.do experimento II (A) Flor do bacurizeiro, (B) desinfetacio
das flores, (C) Separacao dos o6rgaos florais, (D) Estruturas florais, pe = pétala; es = estame; ca = calice;
Ov= ovario; ap= apical; me = mediano; ba = basal.

Fonte: ALBUQUERQUE (2022)
4.2.3 Delineamento Experimental
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 4 x 10, com quatro tipos de explante: cdlice, estame, pétala e ovario e dez
meios de culturas (Tabela 1) e cinco repeticoes. A unidade experimental foi composta por sete
explantes dos segmentos de estame, pétala e ovario, enquanto para célice houve apenas um

explante por placa.
4.3 Experimento I1I

4.3.1 Coleta de material vegetal

Foram utilizadas como fonte de explantes, folhas jovens de bacurizeiro (P. insignis)
provenientes de uma matriz localizada na Fazenda Escola, Universidade Estadual do Maranhao
— UEMA, Sao Luis, MA, Brasil.

As folhas foram acondicionadas em caixa de papeldo e levadas ao LCT/UEMA. No
LCT, as folhas passaram por pré-lavagem com 4gua e detergente neutro com o auxilio de
esponja. Em seguida, as bordas das folhas foram levemente cortadas com tesoura previamente

desinfestada em solucdo de hipoclorito de sdédio (NaClO, Qboa®, Osasco, SP, Brasil),
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reduzindo a dimensdo do explante a fim de aumentar a superficie de contato com o meio de

cultura (Figura 6A).

4.3.2 Estabelecimento in vitro e inducdo da calogénese a partir de folhas

Em camara de fluxo laminar, as folhas foram submetidas ao processo de desinfestacao
por meio da imersdao em dlcool etilico 70% (v/v) por dois minutos, seguida da imersdao em
solugdo de hipoclorito de s6dio (NaClO; Qboa®, Osasco, SP, Brasil) na concentragao de 2,5%
de cloro ativo, acrescido de uma gota de Tween® 20 para cada 100 mL-1 de soluc¢do e 10 mL-
1 de 4cido ascorbico estéril por 20 minutos. Posteriormente, foi realizada a lavagem por trés
vezes em dgua destilada autoclavada durante 2 minutos para a remog¢ao do residuo das solucdes
desinfetantes (Figura 6B).

ApOs a desinfestacdo, em camara de fluxo laminar e com o auxilio de pingas e bisturis,
as folhas foram excisadas em segmentos de aproximadamente 1 cm? (Figura 6C). Os explantes
foliares foram inoculados em placas de Petri descartdvel 90 x15 cm (Olen®, Sao José do Pinhais
-PR, Brasil) (Figura 6D) contendo 25 mL de meio de cultura MS (PhytoTech®, Lenexa, KS,
USA) (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose (ISOFAR®,
Duque de Caxias — RJ, Brasil), 100 mg L-1 mio-inositol (SIGMA®, St. Louis, MO, USA), 1 g
L-1 de L-glutamina (Dinamica®, Indaiatuba, SP, Brasil), 1 g L-1 de L-arginina (Inlab®, Vila
Campestre, SP, Brasil), 0,5 g L-1 de L-asparagina (Synth®, Diadema, SP, Brasil), 3,0 g L-1 de
carvao ativado (SIGMA®, St. Louis, MO, USA) e diferentes concentragdes de auxinas, acido
4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (Picloram) (Phytotech®, Lenexa, KS, USA) e 4cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (SIGMA®, St. Louis, MO, USA), além de meio de cultura
contendo diferentes concentracdes de auxinas Picloram e 2,4-D + 6- benzilaminopurina (BAP)
(Tabela 2). Todos os meios tiveram o pH ajustado para 5,7 + 1,0 antes da adi¢do do agente
gelificante (2 g L-1 de Phytagel - Sigma, St. Louis, MO) e foram esterilizados por autoclavagem
a 121 °C durante 15 minutos a 1,5 atm de pressdo. Os explantes foram mantidos em sala de
crescimento controlada sob condi¢des de escuro, 24+2°C. Foram realizadas as avaliagdes
oxidagdo dos explantes (%), calos (%), contaminacao (%) e sobrevivéncia (%) aos 15, 30, 45,

60 DALI (dias apds a inoculagdo).
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Figura 6 -Instalacio do experimento com explantes foliares. (A) Pré-limpeza com agua e detergente
neutro, (B) Desinfestacao do material em camara de fluxo laminar, (C) Excisao da folha em tamanho de 1
cm?, (D) Inoculacao do explante em meio de cultura.

Fonte: ALBUQUERQUE (2022)

Tabela 2 - Meios de cultura com diferentes concentracoes de auxinas e combinacées de auxinas e
citocinina para inducio da embriogénese somatica de bacurizeiro a partir de explantes foliares.

Meio de Cultura

MS +400,0 uM de Picloram
MS + 800,0 uM de Picloram
MS + 400,0 uM de 2,4-D
MS + 800,0 uM de 2,4-D
MS + 400,0 uM de Picloram + 10 uM de BAPMS + 800,0
puM de Picloram + 10 uM de BAPMS + 400,0 uM de 2,4-D
+ 10 uM de BAP
MS + 800,0 uM de 2,4-D + 10 uM de BAP

4.3.4 Delineamento Experimental
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
constando de oito tratamentos e dez repeti¢cdes. A unidade experimental foi composta por sete

explantes foliares por placa.

4.4 Experimento IV

4.4.1 Coleta de material vegetal

Foram coletadas folhas jovens de bacurizeiro (P. insignis) provenientes de uma matriz
localizada na Fazenda Escola, Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, Sdo Luis, MA,
Brasil.

As folhas foram acondicionadas em caixa de papeldo e levadas ao LCT/UEMA. No
LCT, as folhas passaram por pré-lavagem com &4gua e detergente neutro com o auxilio de

esponja. Em seguida, as bordas das folhas foram levemente cortadas com tesoura previamente

34



desinfestada em solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO, Qboa®, Osasco, SP, Brasil),
reduzindo a dimensdo do explante a fim de aumentar a superficie de contato com o meio de

cultura.

4.4.2 Estabelecimento in vitro e inducdo da calogénese a partir de folhas

Em camara de fluxo laminar, as folhas foram submetidas ao processo de desinfestagao,
por meio da imersdo em dlcool etilico 70% (v/v) por dois minutos, em seguida em solucdo de
hipoclorito de sédio comercial (NaClO) (Qboa®, Osasco, SP, Brasil) (2% de cloro ativo)
acrescido de uma gota de Tween® 20 para cada 100 mL-1 de solu¢do por 30 minutos,
posteriormente enxaguadas em triplice lavagem com édgua destilada autoclavada com duragdo
de 2 minutos cada.

ApOs a desinfestacdo, em camara de fluxo laminar e com o auxilio de pingas e bisturis,
as folhas foram excisadas em segmentos de aproximadamente 1 cm?. Os explantes foliares
foram inoculados em placas de Petri descartdvel 90 x15 cm (Olen®, Sao José do Pinhais -PR,
Brasil) contendo 25 mL de meio de cultura MS (PhytoTech®, Lenexa, KS, USA)
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L.-1 de sacarose (ISOFAR®, Duque
de Caxias — RJ, Brasil), 100 mg L-1 mio-inositol (SIGMA®, St. Louis, MO, USA), 1 g L-1 de
L-glutamina (Dindmica®, Indaiatuba, SP, Brasil), 1 g L-1 de L-arginina (Inlab®, Vila
Campestre, SP, Brasil), 0,5 g L-1 de L-asparagina (Synth®, Diadema, SP, Brasil), 3,0 g L-1 de
carvao ativado (SIGMA®, St. Louis, MO, USA) e diferentes concentragdes de auxinas, dcido
4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (Picloram) (Phytotech®, Lenexa, KS, USA) e dcido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (SIGMA®, St. Louis, MO, USA), além de meio de cultura
contendo diferentes concentracdes de auxinas Picloram e 2,4-D + 6- benzilaminopurina (BAP)
(Tabela 2). Todos os meios tiveram o pH ajustado para 5,7 + 1,0 antes da adi¢do do agente
gelificante (2 g L-1 de Phytagel - Sigma, St. Louis, MO) e foram esterilizados por autoclavagem
a 121 °C durante 15 minutos a 1,5 atm de pressdo. Os explantes foram mantidos em sala de
crescimento controlada sob condigdes de escuro, 24+2°C. Foram realizadas as avaliacdes
oxidag¢do dos explantes (%), calos (%), contaminacao (%) e sobrevivéncia (%) aos 15, 30, 45,

60 DALI (dias apds a inoculagdo).

4.4.3 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
constando de oito tratamentos e dez repeti¢cdes. A unidade experimental foi composta por sete
explantes foliares por placa.
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4.5 Analise Estatistica

Os dados dos experimentos I, II, III e IV foram submetidos a andlise de variancia e
quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As andlises foram realizadas pelo software SISVAR® (Ferreira, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Experimento I

Houve elevada infestacdo de microrganismos associados aos explantes florais de
bacurizeiro, impossibilitando avaliar a potencial responsividade para formacdo de calos nos
meios de cultivos testados sob diversas concentragdes de reguladores. Possivelmente, essas
respostas estejam relacionadas com o protocolo utilizado na etapa de desinfestacao. Além disso,
o estabelecimento in vitro de explantes provenientes do campo é outro fator que afeta
diretamente o nivel de contaminacdo devido ao elevado grau de associacOes de diversos
microrganismos com a plantas matriz.

Por fim, ressalta-se que a partir desses resultados foram determinadas novas estratégias

de assepsia dos explantes conforme descrito no Experimento II.

5.2 Experimento 11

A partir da andlise de variancia, foi possivel observar que houve diferenca significativa
na interacdo entre os fatores explantes e meios de cultura (P < 0,05) somente para a varidvel
oxidacao. Contudo, ao analisar os fatores de forma isolada, os meios de cultura evidenciaram
diferenca significativa apenas para os explantes de ovérios em relagdo a inducdo de calos
enquanto para o tipo de explante, houve diferenca significativa no percentual de contaminagdo
e sobrevivéncia aos 60 DAL

Os explantes de pétalas ndo apresentaram contaminac¢do e oxidagcdo, no entanto,
também ndo foram responsivos a nenhum dos tratamentos. Os resultados observados,
demonstram que a pétala da flor do bacurizeiro € um explante que aparentemente ndo permite
a expressao da totipotencialidade em altas concentragdes de auxinas sintéticas. A totipoténcia
celular € a capacidade que uma célula vegetal possui de se dividir e produzir células
diferenciadas em um organismo, incluindo tecidos extraembriondrios (SEYDOUX e BRAUN,
2006; CARDOSO, 2018).

Ademais, os tecidos meristeméaticos podem perder a capacidade de formacao de novas
células, o que pode acontecer tanto pela diferenciacdo de suas células-tronco em estruturas
especializadas como pela parada do seu desenvolvimento vegetal, assim, esses tecidos vegetais
podem ser chamados de determinados e indeterminados em fun¢ao da atividade meristemaéticas
tipicas de oOrgdos em crescimento (RODRIGUES e KERBAUY, 2009). Os meristemas
determinados possuem um programa genético que desencadeia a parada da producdo de novas

células em um estagio especifico do desenvolvimento, esse tipo de meristema € comumente
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responsdvel pela formacdo de 6rgdo com tamanho e forma definido (SABLOWSKI, 2007;
RODRIGUES e KERBAUY, 2009) portanto, menor serd sua responsividade aos estimulos in
vitro.

Para o percentual de contaminacao, foi observado que o explante de cdlice apresentou
maior contaminacdo (Figura 7), alcancando um percentual de 100%. A fase de estabelecimento
in vitro € caracterizada por apresentar maior dificuldade na cultura de tecidos, pois € necessario
o desenvolvimento de um protocolo que atenda a obten¢do de explantes sem contaminacao e,
ao mesmo tempo, nao resulte na morte do tecido vegetal (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998; PINHAL et al., 2011). No geral, um fator limitante dessa fase ¢ o problema de
contaminacdo, causadas por bactérias enddgenas apresentado pelos meristemas oriundos de
plantas adultas (SILVA et al.,, 2011). Ainda, os explantes extraidos de plantas matrizes
provenientes do campo t€m tendéncia a manifestar maiores niveis de contaminagdo (SANTOS
et al., 2015).

Figura 7 — Contaminacao de explantes florais de bacurizeiro (P. insignis Mart). * Médias seguidas de
letras iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Os explantes célice apresentaram contaminacdes endogenas, € mesmo apds uma pré-
desinfestagdo com fungicida Cercobin® 875 WG, continuaram apresentando contaminagdes

fingicas e bacterianas. Esse resultado sugere que em experimentos futuros poderia ser pensado

38



em uma estratégia de testar um tratamento com combinac¢do entre bactericida + fungicida nas
plantas ainda em campo, alguns dias antes da coleta do material, a fim de potencializar o
controle de agentes contaminantes no processo in vitro. Malysz et al. (2011) realizaram testes
de descontaminacdo com explantes de gema apical e gemas laterais de Eucalyptus dunnii aos
60 dias antes dos explantes serem coletados, e observaram que in vitro, os explantes sem
tratamento prévio com bactericida + fungicida foram insatisfatérios, contaminando todos os
explantes, contudo, o bactericida + fungicida aumentaram o indice de explantes assépticos e
vivos em 91,7%.

Devido a elevada contaminagio, o explante cdlice teve seu desenvolvimento impedido,
consequente ndo apresentou significincia quanto a sobrevivéncia (%) (Figura 8). As
contaminagdes microbianas, especialmente por fungos e bactérias, de explantes in vitro, € um
dos principais problemas encontrados e pode ser intensificado pela natureza endofitica dos
contaminantes (ANDRADE et al., 2002; FARIA, 2012). Esses microrganismos impedem o
desenvolvimento do explante, tanto pela competi¢do pelos nutrientes do meio de cultura, quanto
pela liberacdo de compostos toxicos no meio de cultura durante o aumento das colOnias
(SMITH, 2000; FARIA, 2012). Por esse motivo, houve de descarte desses materiais ao

apresentarem contaminagoes.

Figura 8 — Sobrevivéncia de explantes florais de bacurizeiro (P. insignis Mart) aos 60 DAI. * Médias
seguidas de letras iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significincia.
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Para a varidvel oxidacao, foi possivel observar que os explantes de estame e de ovério
foram os uUnicos a manifestarem. Além disso, entre ambos, os explantes de ovdrio foram
significativamente superior em todos os tratamentos. Quando observamos os explantes de
forma individual, percebemos que para os explantes de ovario, o tratamento 8 (MS +225,0 uM
de 2,4-D) foi significativamente superior, alcangando 80% de oxidagdo, enquanto os explantes
de estame nao diferiram significativamente entre si, € apresentaram 25% de oxidacao.

Dentre os principais aspectos que deve ser considerado no momento da propagacio in
vitro de plantas, € a sanidade que serd alcancada com aquele explante, contudo, diversos
problemas podem ser encontrados na multiplicacdo in vitro, conforme exemplificado pela
oxidacdo, propiciada principalmente pelos compostos fendlicos liberados na forma de
exsudatos em plantas lenhosas (GONCALVES et al., 2013). A oxidacdo decorre da liberacdo
de compostos fenolicos in vitro, precursores da sintese de lignina, quando o tecido esta
injuriado. O acumulo de polifendis e produtos de oxidacdo, como suberina, lignina, cutina e
calose em torno da superficie excisada, alteram a composi¢do do meio de cultura e a absor¢ao
de metabdlitos (ANDRADE et al., 2000; GONCALVES et al., 2013).

As plantas perenes lenhosas sdo consideradas ricas em substincias derivadas do
metabolismo secunddrio, os quais exercem importante papel no metabolismo destas espécies,
bem como na defesa contra predadores e microrganismos (GONCALVES et al., 2013). O
bacurizeiro em campo quando lesionado apresenta exsudato de coloracdo amarela (LOUREIRO
etal., 1979 Apud GARCIA, 2021). No presente trabalho, esse exsudado foi observado em todas
os explantes florais do bacuri quando manipuladas em laboratorio para o cultivo in vitro, alguns
explantes quando individualizados, apresentaram mais resina que outros, geralmente os que
foram segmentados mais vezes, como os oriundos dos ovarios, a liberacdo desse composto pode
ter influenciado a maior oxidacao desses explantes.

As plantas apresentam milhares de células somaticas, no entanto, o processo da
embriogénese somética depende da proliferacdo de tecidos vegetais embriogénicos, que muitas
vezes, sdo derivados de um material inicial especializado, como embrides imaturos, tecido
gametofitico, partes de flores ou tecidos meristematicos excisados (ELHITI et al., 2013;
FEHER, 2015; SHIRES et al., 2017). No caso, dos explantes oriundos de flor, os explantes de
ovério foram os Unicos a apresentarem percentual de calos (Figura 9). Nestes explantes, os
meios de cultura MS com as concentragdes de Picloram foram significativamente superiores ao
demais meios testados para a indugdo de calos, enquanto o meio MS (controle) e MS + 225,0

uM de ANA) ndo apresentaram calos (0%).
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Figura 8 — Percentual de calos oriundos de explantes do ovario da flor de bacurizeiro (P.insignis ). *
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significincia. PIC:
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O resultado observado para explantes de ovério de bacurizeiro, demonstraram que o
picloram tem alto potencial para a inducao de calos em explantes de ovério de P. insignis, como
observado em materiais nos meios de cultura MS + 225,0 uM de Picloram, MS + 450,0 uM de
Picloram e MS + 675,0 uM de Picloram com percentual de calos de 60, 100 e 60%,
respectivamente. Além disso, 0 meio com concentracao de 225,0 0 uM de 2,4-D também foi
significativo para varidvel.

Outros autores conseguiram resultados promissores com outras espécies usando essas
auxinas, como Oliveira et al (2022) tiveram alta indug¢do de calos usando diferentes
concentracdes de auxinas 2,4-D e Picloram em explantes de E. edullis palms provenientes de
embrides zigéticos imaturos, nesta pesquisa foi demonstrado que calos induzidos com maiores
concentragdes de Picloram (300 pM) induziram calos com potencial embriogénicos, enquanto
para 2,4-D as menores concentracdes (150 pM) induziram calos com potencial embriogénicos.

Em trabalho para testar a indu¢do de calos em explantes de embrido zigotico imaturo
de Carica papaya var. P-7-9 Chaudhary e Prakash (2019), os autores utilizaram meios de cultura
adicionados de 2,4-D e picloram em baixas concentragdes (0, 5, 6, ¢ 7 mg L-1), os quais
demonstraram que o 2,4-D e o picloram podem induzir calos embriogénicos, porém o 2,4-D
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7,0 mg L-1 foi o mais responsivo em compara¢do com as outras concentracdes € auxina, com
uma taxa de 80% de inducdo de calos. Esses estudos demonstraram o potencial das auxinas
utilizadas nesse trabalho para a inducdo de calos, porém cada espécie pode responder de
maneira diferente, portanto, sdo necessarios estudos morfoanatomicos para comprovar se 0s
calos sdo embriogénicos ou ndo embriogénicos.

No protocolo testado para a embriogénese somdtica a partir das flores apresentou o
melhor desempenho na induc¢do de calos foi obtido pela auxina sintética picloram na
concentragdo de 450,0 uM, estes resultados podem contribuir com o processo de propagacao
em larga escala dessa espécie.

Os calos observados nos explantes de ovdrio apresentaram coloracdo transparente, em
calos de ovario em meio com picloram, foi percebido um calo mais arredondado (Figura 10-J),
enquanto para calos em meio contendo 2,4-D o calo estava mais alongado (Figura 10K-O), e

ha necessidade de testes morfoanatdmicos para identificar se possuem cardter embriogénico.

Figura 10 —Calos em explantes de ovario da flor do bacurizeiro. (A — E) Calos de explantes de ovario de
flores bacurizeiro (Platonia insignis Mart) aos 30 DAI. Calos mantido no tratamento 5 (MS + 225,0 pM de
Picloram, (F —J) Calos mantidos no tratamento 6 (MS + 450,0 pM de Picloram) e (K —O) Calos mantidos
no tratamento 8 (MS + 225,0 pM de 2,4-D). A barra de escala representa 0,1 mm. Ca: calo.

Fonte: ALBUQUERQUE (2022)

As avaliagdes, dentre os periodos de 60 aos 105 DAI, demonstraram que os explantes
de ovério sofreram contaminagdes, que por sua vez ocorreram apds os subcultivos, o que

possivelmente aconteceu pela manipulacio durante as avaliagdes.

5.3 Experimentos III e IV

Os explantes foliares ndo foram submetidos a estatistica por contaminarem 100 % na

primeira semana ap6s a inoculacdo, am ambos os testes de desinfestacao.
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Esses resultados diferem dos observados por SANTOS et al (2015), que ao utilizarem
explantes foliares de bacurizeiro obtiveram 100% de descontaminacdo ao utilizarem
concentracoes 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,0%, 1,25%, 2,50%, 5,0%, 10,0% de hipoclorito de

calcio por 30 minutos.
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6 CONCLUSAO

O explante de flor ovério apresentou elevado potencial para inducdo de calogénese,
assim, faz-se necessdrio aprimorar os estudos para a calogénese a partir de explantes ovario, e
determinar qual o tamanho ideal do ovério para se induzir calos com mais eficiéncia. Neste
sentido, baseado nos resultados deste projeto, recomenda-se usar os meios de cultura que
apresentaram maior potencial de calogénese (225 pM, 450 uM e 675 uM de Picloram; 225 uM
de 2,4-D) em ovarios.

Embora ndo tenha sido possivel desenvolver um protocolo eficiente para a
desinfestacdo dos explantes foliares nas condicdes testadas, tais resultados direcionam novas
pesquisas em que sejam avaliadas folhas provenientes de plantas estabelecidas in vitro, o que
eliminaria as contaminagdes encontradas neste estudo, como também testar novos protocolos
de descontaminagdo com uso de outros reagentes como o hipoclorito de célcio ou usar medidas
preventivas ainda nas plantas em campo, tais como a aplica¢do de fungicidas e bactericidas,

para a redu¢do das contaminagdes in vitro.
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