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Resumo

Frutifera amazénica brasileira, o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) tem elevada
importancia para o desenvolvimento sustentavel da regido amazonica. Todavia, por estar
em processo de domesticacdo, suas técnicas de propagacdo ainda sdo limitadas, assim, a
cultura de tecidos pode ser uma ferramenta biotecnoldgica eficiente para alcancar a
eficiéncia na producdo de mudas desta espécie. Por ser uma planta alégama, com alta
variabilidade genética, diferentes genétipos podem ndo responder de forma homogénea
aos mesmos estimulos in vitro, por isso € fundamental o conhecimento do controle
genético das caracteristicas relacionadas aos processos de regeneracdo in vitro para a
selecdo de gendtipos mais responsivos. Assim a presente tese teve como objetivo geral
desenvolver estratégias para a reproducdo in vitro de Platonia insignis a partir de
embriBes zigoticos, oriundos de frutos imaturos por meio da embriogénese somatica, e
avaliar a variabilidade genética de diferentes acessos do Estado do Maranhdo. Os estudos
realizados e os resultados obtidos estdo apresentados na forma de cinco capitulos. O
capitulo I refere-se a um artigo de reviséo de literatura acerca do bacurizeiro, Seu processo
de domesticacdo, suas técnicas de propagacao atuais, até a prospecgdo de metodologias
biotecnoldgicas. No capitulo 111 objetivou-se estabelecer um protocolo de inducéo e
calogénese in vitro de P. insignis. Os resultados de inducgdo de calogénese em meios sem
adicdo de reguladores de crescimento vegetal (PGR’s) demonstram o potencial de
reguladores enddgenos. As se¢Bes anatdmicas revelam calogénese, semelhantes a massas
de calos embriogénicas, entretanto mais investigacdes sdo necessarias para otimizar o
desenvolvimento de calos embrionarios de P. insignis. No capitulo Il objetivou-se a
multiplicacdo eficiente dos calos de P. insiginis e o estabelecimento de um protocolo
eficiente de inducdo de calos embriogénicos. Para a confirmacdo da presenca de células
embriogénicas os calos foram submetidos a técnica citoldgica de dupla coloracdo. Foram
obtidos dois tipos de calos com distintos potenciais morfogénicos: calos friaveis com
potencial embriogénico e calos esponjosos sem potencial embriogénico. Neste estudo a
combinacdo de 0,8 uM de &cido 2,4-diclorofenoxiacético + 50 pM de putrescina induziu
a maior formacédo de calos com embriogénicos. No capitulo IV estudou-se o controle
genético de caracteristicas relacionadas ao estabelecimento in vitro de acessos de P.
insignis oriundos de diferentes regides do estado do Maranhdo, Brasil. As estimativas dos
parametros genotipicos foram obtidas pela metodologia de modelos mistos, procedimento
Maxima Verossimilhanca Restrita (REML)/Melhor Predicdo Linear Imparcial (BLUP).
Os resultados obtidos demonstraram elevada variabilidade genética na populacdo
estudada, e os acessos AC.7, AC.2, AC.1, AC.6 e AC.8 foram mais eficientes quanto a
sua resposta ao processo de regeneracao in vitro, apresentando capacidade de calogénese
superior, menor suscetibilidade a oxidacdo, maior capacidade de formacdo de raizes e
parte aérea. Ja no capitulo V com as consideracGes finais, enfatizamos que este é o
primeiro trabalho a pesquisar técnicas para o cultivo in vitro de P. insignis por meio do
estabelecimento de um protocolo de descontaminacéo e indugédo de calogénese in vitro,
além de investigar a relagdo entre parametros genéticos e a selegdo de acessos responsivos
a regeneracdo in vitro. Esse conhecimento gerado subsidiard futuros estudos de
micropropagacéo, conservacao e domesticagédo de P. insignis.

Palavras-chave: bacuri, cultivo in vitro; embriogénese somatica; fruteira amazonica;
variabilidade genética.
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Abstract

Brazilian Amazonian fruit tree, the bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) is highly
important for the sustainable development of the Amazon region. However, as it is in the
process of domestication, its propagation techniques are still limited, so tissue culture can
be an efficient biotechnological tool to achieve efficiency in the production of seedlings
of this species. Because it is an allogamous plant, with high genetic variability, different
genotypes may not respond homogeneously to the same in vitro stimuli, so it is essential
to know the genetic control of the characteristics related to in vitro regeneration processes
for the selection of more responsive genotypes. Thus, the present thesis had as general
objective to develop strategies for the in vitro reproduction of Platonia insignis from
zygotic embryos, derived from immature fruits through somatic embryogenesis, and to
evaluate the genetic variability of different accessions in the State of Maranhdo. The
studies carried out and the results obtained are presented in the form of five chapters.
Chapter | refers to a literature review article about the bacuri tree, its domestication
process, its current propagation techniques, and the prospection of biotechnological
methodologies. In chapter Ill, the aim was to establish an in vitro induction and
callogenesis protocol for P. insignis. The results of callogenesis induction in media
without the addition of plant growth regulators (PGR's) demonstrate the potential of
endogenous regulators. Anatomical sections reveal callogenesis, similar to embryogenic
callus masses, however further investigation is needed to optimize the development of P.
insignis embryonic callus. In chapter 111, the objective was the efficient multiplication of
calli of P. insiginis and the establishment of an efficient protocol for the induction of
embryogenic callus. In order to confirm the presence of embryogenic cells, the calli were
submitted to a double staining cytological technique. Two types of callus with different
morphogenic potential were obtained: friable callus with embryogenic potential and
spongy callus without embryogenic potential. In this study, the combination of 0.8 uM of
2,4-dichlorophenoxyacetic acid + 50 pM of putrescine induced the greatest formation of
callus with embryogenics. In chapter 1V, the genetic control of traits related to the in vitro
establishment of P. insignis accessions from different regions of the state of Maranhao,
Brazil, was studied. Estimates of genotypic parameters were obtained using the mixed
model methodology, Restricted Maximum Likelihood (REML)/Best Linear Unbiased
Prediction (BLUP) procedure. The results obtained showed high genetic variability in the
population studied, and accessions AC.7, AC.2, AC.1, AC.6 and AC.8 were more
efficient in terms of their response to the in vitro regeneration process, showing the ability
to superior callogenesis, less susceptibility to oxidation, greater ability to form roots and
shoots. In chapter V with the final considerations, we emphasize that this is the first work
to research techniques for the in vitro cultivation of P. insignis through the establishment
of a decontamination protocol and in vitro callogenesis induction, in addition to
investigating the relationship between genetic parameters and the selection of responsive
accessions to in vitro regeneration. This generated knowledge will support future studies
of micropropagation, conservation and domestication of P. insignis.

Keywords: bacuri, in vitro culture; somatic embryogenesis; Amazonian fruit tree; genetic
variability.
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Introducéo geral

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) € uma das espécies nativas mais populares
da regido amazénica (CAVALCANTE, 1996; DANIEL, 2004), que apresenta multiplos
usos, desde o consumo do fruto (AGUIAR, 2006; SOUZA et al., 2013), medicina popular
e industria de cosméticos (SHANLEY et al., 2016) a extragdo madeireira (HOMMA et
al., 2010; HOMMA et al., 2013), e que desafia esforcos para seu processo de
domesticagdo (SHANLEY et al., 2016).

Pertencente a familia Clusiaceae, com centro de origem na Amaz6nia Oriental
Brasileira, ocorrendo também nas areas amazoOnicas dos paises: Peru, Venezuela,
Coldmbia, Guiana Francesa (NASCIMENTO et al., 2007) e Equador (CAVALCANTE,
1996). Possui elevado valor socioeconémico (AGUIAR, 2006; PONTES et al., 2017),
apresentando caracteristicas organolépticas, farmacologicas e alto valor nutricional que
conferem aos frutos de P. insignis a classificacdo nobre, e justificam a sua ampla
aceitacdo no mercado, tanto para consumo in natura, quanto para produtos
industrializados com algum grau de processamento (SANTOS et al., 2019). Contudo, a
oferta dos frutos ainda é pequena, com producéo escalonada (ARAUJO et al., 2007) e
insuficiente para suprir a demanda do mercado consumidor (SILVA et al., 2010), pois
grande parte da polpa de bacuri produzida é oriunda da coleta dos frutos de arvores de
regeneracdo natural, que resistiram a expansdo de comunidades, do avango da agricultura,
pecudria e da extracdo madeireira no litoral do Pard e do Maranhdo (HOMMA et al.,
2010).

Entretanto, apesar da relevante importancia da espécie, que se encontra em
processo de domesticacdo, seus frutos sdo em sua maioria oriundos do extrativismo
vegetal, além de que os poucos plantios existentes sdo heterogéneos e com producéo
irregular, pois trata-se de uma espécie predominantemente alégama (SARAIVA et al.,
2013). Dentre as técnicas utilizadas para propagacdo do bacurizeiro, a enxertia e outros
métodos de propagacdo assexuada sdo de uso limitado, para atender a requisitos de alta
produtividade e implantacdo de pomares da fruta, principalmente em decorréncia da baixa
viabilidade da semente, e por apresentar uma dorméncia na gema apical, que ocasiona
formacéo lenta da planta (CARVALHO e NASCIMENTO, 2018).
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O conhecimento cientifico sobre a biotecnologia da espécie P. insignis ainda é
incipiente, principalmente quando se trata de genotipos da Amaz6nia Maranhense,
necessitando de estudos que visem a domesticacdo, conservacdo e melhoramento dessa
espécie. Nessa conjuntura, as técnicas de cultivo in vitro, em especial, a embriogénese
somatica (ES), projetam-se como alternativas promissoras para a propagacao in vitro
dessa espécie, visando subsidiar programas futuros de melhoramento genético e
conservagdo de germoplasmas. Além disso o conhecimento do controle genético das
caracteristicas relacionadas aos processos de regeneracao in vitro é fundamental para a
selecdo de gendtipos mais responsivos. A partir de estimativas de parametros genéticos
in vitro, é possivel identificar a natureza de acdo de genes envolvidos no controle dos
caracteres, e avaliar a eficiéncia de diferentes estratégias de melhoramento para obtencao
de ganhos genéticos e manutencdo de uma base genética adequada nas populagdes
(CRUZ et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2015).

Assim, o estabelecimento de forma inédita de um protocolo eficiente de
micropropagacdo de bacurizeiro contribuird para superar 0s problemas de
autoincompatibilidade e germinacdo das sementes, e viabilizara as pesquisas futuras
sobre a propagacdo e o melhoramento genético da espécie. Com a tecnologia proposta,
ocorrera ainda a valorizacdo da espécie nativa, o0 que em Ultima analise, se traduzird em
retorno socioeconémico para os produtores locais.

Desta forma a presente tese teve como objetivo desenvolver estratégias para a
reproducdo in vitro de P. insignis por ES a partir de embrides zigdticos imaturos e
avaliacdo da variabilidade genética de diferentes acessos coletados no Estado do
Maranhdo. Os estudos realizados e os resultados obtidos estdo apresentados na forma de
cinco capitulos. O capitulo | refere-se a uma revisdo de literatura sobre a espécie em
estudo, suas caracteristicas, seu processo de domesticagdo até as técnicas biotecnoldgicas.
Os capitulos II, 111 e 1V referem-se aos protocolos de inducédo da calogénese e avaliacdo
da variabilidade genética in vitro de acessos de bacurizeiro. No capitulo V apresentamos

as considerac0es finais acerca do estudo.
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Hipoteses

Hi: Os acessos de P. insignis podem ser estabelecidos in vitro a partir de

explantes de embriBes zigoticos de frutos imaturos;

H2: As respostas de diferenciacdo da embriogénese somética de explantes de
embrides zigoticos P. insignis serdo aumentadas com a adi¢do de putrescina ao meio de

cultura;

Hs: P. insignis pode ser propagado por meio de explantes de embrides zigoticos

de frutos imaturos;

Ha: Acessos de P. insignis de diferentes localidades do estado do Maranhéo
apresentam variabilidade genética quanto a resposta das caracteristicas relacionadas a

propagacao in vitro.

Objetivos

Objetivo geral

Desenvolver estratégias para a propagacao in vitro de P. insignis por meio da
embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos provenientes de frutos imaturos,
caracterizar o processo de inducdo com estudos anatémicos e histoquimicos, bem como
estudar a variabilidade genética de caracteristicas relacionadas a calogénese entre

diferentes acessos do Estado do Maranhao.

Objetivos especificos

1. Desenvolver um protocolo de estabelecimento in vitro de P. insignis por meio de
embriBes zigoticos oriundos de frutos imaturos.

2. Estabelecer a combinacdo de reguladores de crescimento mais eficaz na inducéo
de embriogénese somatica em P. insignis;

3. Avaliar a eficiéncia da poliamina putrescina na embriogénese somatica de P.
insignis;

4. Determinar a melhor combinacdo de reguladores de crescimento na

maturacao/conversdo de embrides somaticos de P. insignis;
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5. Caracterizar a variabilidade genética de diferentes acessos de P. insignis do
Estado do Maranhdo quanto a sua capacidade de resposta as caracteristicas

relacionadas ao cultivo in vitro;
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Capitulo |

Bacurizeiro: da semi-domesticacdo a micropropagacdo. Uma revisao
Artigo que sera submetido a Revista Trees
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1. Introducdo

O Brasil € um dos principais centros de diversidade de espécies frutiferas nativas
do mundo, abrangendo mais de 56.000 espécies vegetais ja catalogadas, que
compreendem cerca de 19% da flora mundial (SOUZA et al., 2015). Grande parte dessa
diversidade ecoldgica esta localizada na regido Amazonica, com flora rica e variada, além
de muitos endemismos, mais de 50% das espécies tém alta frequéncia de fecundacéo
cruzada obrigatdria (dioicas ou com mecanismos de autoesterilidade, inclusive monoicas)
indicando a grande importancia de se produzir uma enorme quantidade de genotipos para
ocupar, em competicdo inter e intraespecifica um grande numero de nichos ecoldgicos
(KERR, 1978), o que evidencia a existéncia de consideravel potencial genético de
espécies nativas produtoras de frutos, necessitando de domesticacdo e melhoramento
(PINTO, 1993). Essas espeécies frutiferas nativas da Amazonia brasileira sdo consideradas
alternativas viaveis para 0 manejo e uso sustentavel como fonte de renda das populacdes,
pois movimentam parte da agroindastria local, através do extrativismo vegetal
(ALVAREZ e POTIGUARA, 2013).

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) € uma fruteira arbérea, nativa da
Amazonia oriental brasileira (SOUZA et al., 2013), que apresenta elevado valor
socioecondmico (PONTES et al., 2017). O Maranhédo é um dos centros de dispersao da
espécie, que também é encontrada no Pard, Mato Grosso, Piaui e Goias. As demandas do
mercado para a polpa do bacuri sdo semelhantes as do acai e do cupuagu, em que se
verifica um evidente conflito entre a oferta natural e a crescente pressdo da demanda
dessas fruteiras devido sua sazonalidade (MENEZES et al., 2012), e escassez de plantios
comerciais. Assim a producdo de bacuri ndo tém sido suficientes para atender a crescente
procura do mercado consumidor (SILVA et al., 2010).

Apesar da relevante importancia econdmica da espécie, 0 bacurizeiro encontra-
se em ameaca de erosdo genética devido ao uso da terra pela agricultura e escassez de
técnicas avancadas de propagacdo. Por se tratar de uma espécie predominantemente
alégama, os poucos plantios de bacurizeiro existentes sdo heterogéneos, e com producao
irregular (SARAIVA et al., 2013). No caso da propagacdo sexuada, os principais fatores
limitantes sdo o tempo requerido para que as sementes completem o processo de
germinacao, e alogamia acentuada e autoincompatibilidade esporofitica, ndo havendo

crescimento do tubo polinico (MAUES e VENTURIERI, 1996; SINIMBU NETO, 2010).
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Além disso, apresenta germinacdo lenta, com cerca de 500 a 700 dias para que 0 processo
germinativo se complete (SARAIVA et al., 2013).

Dentre as técnicas utilizadas para propagacdo do bacurizeiro, a propagacao
assexuada pode ser eficiente pois ha sugestiva compatibilidade com espécies da familia
Cluciaceae, como os géneros Rheedia e Garcinia (CAMPBELL, 1996). Em condigdes
naturais o bacurizeiro ainda apresenta um mecanismo de propagacdo altamente
conservador: a reproducédo vegetativa por meio de brotacdes de raizes (KERR, 1978).

Nos ultimos anos tem-se despertado o interesse para a importancia da
domesticagéo do bacurizeiro (AGUIAR, 2006; CARVALHO et al., 2003; FERREIRA et
al., 2004; SILVA et al., 2009; SOUZA et al., 2013), com intuito de adequar técnicas de
manejo e propagacdo, como estudos sobre a propagacédo atraves de sementes e mudas e
enxertia (CARVALHO e MULLER, 2007). Cabe destacar também o estudo de Araujo et
al., (2007) sobre a compatibilidade de diferentes porta-enxertos da mesma familia
botéanica de P. insignis. SILVA et al., (2020), por sua vez, estudaram técnicas de manejo
de rebrotacdes de P. insignis em vegetacdo secundaria. Todas essas técnicas contribuem
para 0 aumento do potencial produtivo do bacurizeiro, mas ainda apresentam gargalos

para uma propagacao eficiente.

Como uma alternativa viavel e ainda inedita para a espécie, o cultivo in vitro
demonstra grande potencial, pois por meio de técnicas da micropropagagdo é possivel
utilizar pequenos segmentos de tecidos com alta capacidade de multiplicacédo, e assim,
propagar milhares de plantas com elevado potencial produtivo. No bacurizeiro, essa
ferramenta biotecnolégica pode contribuir para aumentar a eficiéncia da producdo de
mudas de P. insignis, além de contribuir para a domesticacdo e melhoramento genético
da espécie, com a propagacdo de gendtipos superiores, e futuramente, instalacdo de

bancos de germoplasma e jardins clonais.

O cultivo in vitro permite a obtencdo grande quantidade de mudas a partir de
uma Unica planta matriz selecionada, além da possibilidade de producéo o ano todo, uma
vez que esta técnica independe de mudancas sazonais (BORGES et al., 2009). Dentre as
técnicas que podem ser utilizadas na micropropagacdo, destaca-se a embriogénese
somatica (ES), que é fundamentada na totipotencialidade e na alta plasticidade que as
células vegetais expressam, sendo uma ferramenta promissora na propagacao de plantas
em larga escala (FEHER, 2019). A embriogénese somatica (SE) é um dos exemplos das

técnicas do cultivo in vitro, sendo muito indicada para espécies arboreas que demoram
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para atingir a maturidade, possuem um ciclo longo e irregular producdo de sementes
(ROCHA etal., 2011; PAIS, 2019). Na ES ha exposicéo de células ou tecidos de diferente
explantes, como embrides zigéticos, inflorescéncias, apices caulinares entre outros, em
condic@es in vitro e concentragdes 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, é a escolha do explante que apresente células jovens,
e que irdo responder aos estimulos proporcionados pelas caracteristicas do meio de cultura,
portanto, para o0 sucesso da técnica, € necessario a exposicdode células ou tecidos

provenientes de diferentes explantes as condi¢Ges de cultivo in vitro (CARDOSO, 2018).

Apesar da eficiéncia muitas vezes alcancada pelo uso da SE como técnica da
propagacdo de espécies arboreas, frequentemente diferentes genotipos ndo respondem de
forma homogénea aos mesmos estimulos, o que € definido de gendtipo-especificidade da
planta ou plantas gendtipo-dependente, por isso 0 sucesso da producdo in vitro depende
do ajuste de um protocolo adequado para cada espécie ou variedade a ser micropropagada
(ULISSES et al., 2011). Portanto, além de um protocolo de cultivo in vitro, €
imprescindivel o conhecimento do controle genético das caracteristicas relacionadas aos
processos de regeneracdo in vitro, fundamental para a selecdo de genoétipos mais
responsivos, conferindo mais garantias no estabelecimento de um protocolo de
micropropagacgdo. Para os estudos de controle genético, estimativas de parametros
genéticos podem nortear a natureza de acdo de genes envolvidos no controle dos
caracteres, e avaliar a eficiéncia de diferentes estratégias de melhoramento para obtencao
de ganhos genéticos, e manutencdo de uma base genética adequada nas populacdes
(CRUZ et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2015).

Até o momento, ndo havia estudos de protocolos de cultivo in vitro do P.
insignis, tdo pouco relatos de avaliacdo da sua variabilidade genética in vitro, técnicas
estas que poderdo ajudar na superacdo de problemas de propagacdo caracteristicos da
espécie. Alem de fornecer subsidios para estabelecimento de metodologias mais
avangadas, favorecendo a implementacdo de sistemas de producdo mais sustentaveis e a
valorizacdo da biodiversidade amazénica. Esta revisdo traz os principais aspectos
relacionados ao processo de domesticacdo do bacurizeiro, suas caracteristicas
morfoldgicas e produtivas, seus atuais métodos de propagacao e entraves produtivos, e

algumas técnicas biotecnoldgicas para sua propagacao eficiente e sustentavel.
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2. O Bacurizeiro (Platonia insignis Mart.)

2.1 Aspectos botanicos e anatémicos

A espécie P. insignis (Figura 1A) é conhecida popularmente como “bacurizeiro”
ou “bacuri”, e pertence a familia Clusiaceae, subfamilia Clusioideae. Apesar da familia
botéanica Clusiaceae abranger 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, o género Platonia, ao qual pertence o bacurizeiro é um taxon
Unico para essa espécie (CAVALCANTE, 1996; CLEMENT e VENTURIERI, 1990;
LIMA et al., 2007; Silva et al., 2019).

Figura 1. Individuo adulto de Platonia insignis oriundo de propagagdo seminal em
vegetacao primaria, (a); flor (b) e fruto maduro (c), no municipio de Santa Rita, Maranhdo
- Brasil. Fonte: Marinho, 2021.

As flores do bacurizeiro sdo grandes, actinomorfas e hermafroditas (Figura 1b)
(LORENZI, 1992; SARAIVA et al., 2013), com colora¢des que podem variar entre
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branco, amarelo-claro e rosa-intenso (MENEZES, 2010; SARAIVA, 2012), distribuidas
nas extremidades dos ramos, isoladas ou em grupos de 2 até 12, e dispostas em
pedunculos, o célice € formado por cinco sépalas de cor verde e a corola por cinco pétalas
(CARVALHO e NASCIMENTO, 2018). Os estames sdo agrupados em cinco feixes,
distribuidos de forma uniforme, unidos a base, cada um contendo numerosos estames, e
a deiscéncia da antera é longitudinal, com demasiada quantidade de grdo de pdlen
(MAUES e VENTURIERI, 1996; CARVALHO e NASCIMENTO, 2018). Possuem
ovario supero, volumoso, com didmetro em torno de 1,5 cm e comprimento 1,7 cm, com
estigma situado, em alguns genotipos, em nivel superior ao dos estames e em outros no
mesmo nivel ou um pouco abaixo, sendo constituido por cinco lébulos (CARVALHO e
NASCIMENTO, 2018). Nos Estados do Piaui e Maranhdo, a floracdo ocorre de julho a
outubro, no entanto, ela pode variar nas demais regides (SOUZA et al., 2000).

O fruto do bacurizeiro é uma baga uniloculada, com formato arredondado,
ovalado ou achatado (Figura 1c) (CAVALCANTE, 1996, GUIMARAES et al., 1992;
SINIMBU NETO, 2010), que contém em seu interior de uma a cinco sementes envolvidas
pelo endocarpo, que se constitui na parte comestivel do fruto (CARVALHO et al. 1998,
MOURAO e BELTRATI, 1995). O epicarpo é delgado e indivisivel do mesocarpo. O
mesocarpo é espesso e de consisténcia coriacea, repleto de vasos que, exsudam substancia
resinosa de cor amarela, quando cortado ou ferido. 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
(SOUZA et al., 2000; SINIMBU NETO, 2010).

As sementes do bacurizeiro sdo oblongas-angulosas, grandes, ricas em 06leo,
apresentam formato elipsoidal (CARVALHO, 2007). A intensidade das angulosidades,
depende do niumero de sementes que se formam no fruto. A face onde se situa a linha da
rafe &, em geral, ligeiramente concava e 0 lado oposto convexo. No caso de sementes,
oriundas um mesmo l6culo do ovério, o formato é bastante irregular e dependente do
nimero de sementes que se formam no léculo (MOURAO e BELTRATI, 1995;
CARVALHO, 2007). O tegumento apresenta coloragdo amarronzada, com varios feixes
vasculares faceis de serem visualizados devido a sua coloracao mais clara, principalmente
0 que acompanha a linha da rafe, devido a sua robustez (CARVALHO, 2007). O hilo ¢é

de coloragdo mais escura que o tegumento, com pequena porcdo central mais clara e
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formato arredondado. A micrépila esta situada proxima ao hilo sobre uma pequena
protuberancia triangular (CARVALHO, 2007).

O embrido do bacurizeiro é constituido unicamente pelo eixo hipocétilo-
radicula, sendo os cotilédones vestigiais. Os tecidos de reserva estdo armazenados no
longo e espesso eixo hipocotilo-radicula (MOURAO e BELTRATI, 1995; CARVALHO
e NASCIMENTO, 2018). As sementes se enquadram no grupo das recalcitrantes e
apresentam processo germinativo bem peculiar, com emergéncia rapida da raiz primaria
e lenta e desuniforme do epicoétilo. A emergéncia da primeira estrutura ocorre entre 15 e
35 dias ap0s a semeadura e, a da segunda, aos 180 dias e estabiliza-se por volta de 900
dias. Por ocasido da emergéncia do epicotilo, a raiz primaria apresenta comprimento de
175 cm (CARVALHO e MULLER, 2011; CARVALHO e NASCIMENTO, 2018).

A espécie P. insignis é predominantemente arbérea, caducifoélia, alégama, com
autoincompatibilidade esporofitica, pode atingir mais de 30 metros de altura, e 2 metros
de didametro de tronco em individuos adultos (Figura 1C) (HOMMA et al., 2010). Seu
tronco é retilineo (Figura 1a), de forma circular e com ramificacbes somente no seu tergo
terminal; com folhas simples, elipticas e com disposi¢cdo oposta cruzada, nervuras
secundarias copiosas e proximas, terminando em uma nervura que acompanha toda a
periferia da folha, e peciolos curtos com comprimento variando entre 1 e 2 cm (SINIMBU
NETO, 2010).

2.2 Centro de origem e distribuicéo geogréfica

O bacurizeiro € uma espécie de origem amazonica (HUBER, 1904) nativa do
Brasil, com distribuicdo abundante nas regides Norte e Nordeste. Para além das fronteiras
brasileiras, a espécie é encontrada, ainda que de forma escassa, nas areas amazoénicas dos
paises: Peru, Venezuela, Colémbia, Guiana Francesa (NASCIMENTO et al., 2007),
Paraguai e Equador (CAVALCANTE, 1996) (Figura 2).
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Do Estado do Par4, o bacurizeiro se dispersou em direcao ao Nordeste do Brasil,
alcancando os cerrados e os chapaddes dos estados do Maranhdo e do Piaui, onde forma
povoamentos densos em areas de vegetacdo secundaria. Na direcdo sul, a dispersao
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.
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Figura 1.Mapa de distribuicdo de Platonia insignis no Brasil e América Latina.

Esta espécie frutifera tem seu centro de dispersdo no Estado do Pard, mas,
também é encontrada espontaneamente nos estados de Mato Grosso, Amazonas,
Tocantins, Maranhdo e Piaui (CAVALCANTE, 1996; COSTA JUNIOR, 2011;
MORAES e GUTJAHR, 2011) (Figura 2).

Dentre esses Estados, ocorre de forma mais abundante no estado do Para, com
maiores concentragfes nas regides Salgado, Bragantina e Ilha de Marajo. Além do Estado
do Pard, o bacurizeiro também assume grande importancia econémica no Maranhéo e
Piaui, onde concentram-se expressivas populacfes naturais da espécie em areas de
vegetacdo secundaria (MATOS, et al., 2009; SHANLEY et al., 2010).
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No Maranhdo, o bacurizeiro ocorre em maiores populacdes nas areas limitrofes
aos Estados do Tocantins e o Pard, entre 0os municipios de Carolina e Imperatriz,
acompanhando o curso dos rios Tocantins e Gurupi. E abundante no municipio de
Carutapera, onde, em algumas areas, € possivel encontrar nimero superior a 200
individuos adultos por hectare. Também é encontrada no municipio de Sao Luis, e na
regido mais ao leste do estado, sobretudo nos municipios de Mirador, Matdes, Timom,
Caxias, Aldeias Altas e Coelho Neto (NASCIMENTO et al., 2007).

Conforme mapa de tipos climéaticos da Amaz6nia, o bacurizeiro concentra-se em
regides com climas do tipo Ami (clima de transicdo entre Afi e Awi, caracterizado com
estacdo seca de dois a trés meses, mas com precipitacdes pluviométricas superiores a 2000
mm anuais) e clima Awi (com estacao seca definida de cinco a seis meses e precipitacao
pluviométrica inferior a 2000 mm anuais), segundo a classificacdo de Koeppen
(NASCIMENTO et al., 2007).

2.3 Importéancia socioeconémica e potencial industrial

O bacurizeiro apresenta elevado valor socioecondmico para as populacdes locais
da regido amazonica oriental brasileira, que incrementam seus rendimentos através do
extrativismo da sua madeira e de seus frutos, sendo a polpa o seu principal subproduto
(AGUIAR, 2006; SOUZA et al., 2013). A producdo de polpa de bacuri tém origem
basicamente na coleta dos frutos de arvores oriundas de regeneracdo natural, que
escaparam da expansdo de povoados, do avango da agricultura e da pecudéria e da extracédo
madeireira (HOMMA et al., 2010).

O fruto do bacurizeiro € um pouco maior que uma laranja (Figura 1c), contém
polpa agridoce, rica em potassio, fosforo e calcio, que é consumida diretamente ou
utilizada na producdo de doces, sorvetes, sucos, geleias, licores e outras produtos. A
producéo de polpa de bacuri tem origem em sua maioria na coleta dos frutos de arvores
oriundas de regeneracgdo natural, que resistiram a expansao de comunidades, do avanco
da agricultura e da pecuaria e da extracdo madeireira no litoral do Para e do Maranhao
(HOMMA et al., 2010).

A polpa do bacurizeiro é rica em propriedades antioxidantes, e sua semente
possui altos teores de acidos graxos (LUSTOSA et al., 2018) caracterizando-0 como
excelente emoliente e umectante (COSTA JUNIOR, 2011; MORAIS, 2012) utilizado em
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tratamentos dérmicos na medicina popular e como matéria prima na industria de
cosméticos e farmacos (CARVALHO, 2008; SOUZA et al., 2007; RUFINO et al., 2010;
VIANA et al., 2013; YAMAGUCHI et al., 2014; SANTOS et al., 2019; DIEL et al.,
2021). Sua casca também pode ser utilizada para a fabricacao de cremes, sorvetes e doces,
aumentando significativamente o aproveitamento do fruto, porém, este processo sé deve
ocorrer ap6s a retirada da resina presente em sua casca (AGUIAR, 2008). Essas
caracteristicas organolépticas, farmacoldgicas e alto valor nutricional, conferem aos
frutos de P. insignis a classificacdo como fruto nobre, e justificam a sua ampla aceitacéo
no mercado tanto para consumo in natura quanto para produtos industrializados ou com
algum grau de processamento (SANTOS et al., 2019). Portanto, a médio ou a longo
prazos, essa espécie pode estabelecer-se como uma nova e excelente alternativa para os
mercados interno e externo de frutas (SILVA et al., 2010).

A madeira das arvores de bacuri é considerada nobre, com colora¢do bege-
rosada, pertence ao grupo de madeiras pesadas, com densidade entre 0,85 e 0,90g cm3,
também apresenta variadas aplicagdes nas construgdes civis e navais das comunidades
locais de ocorréncia da espécie (HOMMA et al., 2010; HOMMA et al., 2013). Ainda sdo
escassos 0s cultivos comerciais dessa espécie, o que se deve as dificuldades da producéo
de mudas e das técnicas de manejo (Aradjo, 2007). Como resultado, a maior parte da
producdo é oriunda da atividade extrativista, 0 que ndo tem sido suficiente para suprir a
demanda do mercado consumidor (SILVA et al., 2010), principalmente com a crescente
valorizagdo dos seus subprodutos, como cosméticos e farmacos. Para as industrias
alimenticias e cosméticas, em particular, ha grande interesse no perfil quimico dos
bioprodutos do fruto do bacurizeiro, com énfase para os terpenos e compostos fendlicos
como principais bioativos (UEKANE et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2020), que séo
de grande interesse industrial devido ao seu potencial antioxidante, utilizando-os como
conservantes de alimentos e formulacGes de cremes e produtos antienvelhecimento da
pele (CLERICE e CARVALHO-SILVA, 2011).

H& mais de duas décadas o bacurizeiro tem sido apontado como planta
promissora devido as inimeras possibilidades produtivas que apresenta (MULLER,
LIVRO ESPECIES). Entretanto, ainda ndo se consagrou com pomares agricolas como
ocorreu com o acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.)) e o cupuaguzeiro (Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng) K. Schum.), mas ainda que com producédo incipiente, a
valorizagédo socioecondmica do fruto do bacurizeiro se deve basicamente ao incremento

de renda para a agricultura familiar, sendo a base econdmica desses agricultores nos



30

periodos de safra produtiva da espécie, importancia esta que vai além de atributos
econdémicos, mas também compreende fonte de segurancga alimentar para 0s pequenos

agricultores locais.

2.4 Métodos de propagacao

Dentre os fatores que limitam a utilizacdo e os avangos na domesticacdo do
bacurizeiro, a propagacgao € o mais importante (SILVA, 2018). O P. insignis é um tipico
caso de espécie arborea amazoénica que possui tanto reproducdo sexuada, via sementes,
guanto assexuada por meio de enxertia e brotacdes radiculares (HOMMA et al., 2010), a
exemplo de outras espécies com rebrotamento caulinar como pau-rosa, pupunha e acai
(Kerr, 1978). Essas caracteristicas inovadoras e diversificadoras conferem caracter
conservador para a espéecie, uma vez que sexualmente distribui inmeras combinagdes
génicas, e vegetativamente preserva o genoétipo bem sucedido em seu local de origem
(Kerr, 1980).

Na producdo de sementes de bacurizeiro, 0 aspecto mais importante é a
utilizacdo de sementes novas, pois apresenta comportamento recalcitrante, perdendo
completamente o seu poder germinativo quando o teor de umidade cai abaixo de 16%
(CARVALHO etal., 1998a). O teor de umidade das sementes de bacuri geralmente varia
de 35% a 42%, portanto, para a obtencdo de altos indices de germinacéo, é recomendado
que as sementes sejam utilizadas logo apds serem extraidas dos frutos. Na
impossibilidade de uso imediato, pode-se conserva-las por periodo de 10 a 12 dias em
recipientes contendo serragem umedecida ou vermiculita (MENEZES et al., 2012).

A propagacao via sementes é caracteristica de populacfes de bacurizeiros em
areas de vegetacdo primaria, tendo baixas densidades populacionais da planta, ou de raros
plantios de pomares da espécie. Embora seja 0 mais utilizado, esse método de propagacéo
apresenta inimeros problemas, pois a espécie apresenta uma longa fase de juvenilidade,
podendo durar de 10 a 12 anos, a partir do qual iniciam-se floracdo e frutificacdo
(MULLER, 2011). Cabe ressaltar ainda, que o processo germinativo é lento e
desuniforme (CARVALHO et al., 1998a, 1998b; MORAES et al., 1994) pois o tempo
para a emergéncia da radicula de 50% de um lote é de 17 dias, enquanto para a emergéncia
do cauliculo, é de até 600 dias (VILLACHICA, 1996). A demora na germinacdo é

decorrente ao fato da plumula das sementes apresentar um tipo particular de dorméncia,
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carateristica que tem forte influéncia genética, existindo genotipos cujas sementes
apresentam porcentagem de germinacéo superior a 30% (CARVALHO et al., 1998).

Outro fator que limita a implantacdo de pomares com mudas oriundas de
sementes é o fato de P. insignis ser uma espécie aldgama, que condiciona grandes
variacOes genéticas entre plantas de um pomar, devido a segregacdo e & recombinacéo
génica, mesmo quando as sementes s&o provenientes de um so6 individuo (MAUES e
VENTURIERI, 1996). A incompatibilidade entre gendtipos, ou seja,
aloincompatibilidade, também se manifesta em maior ou menor intensidade. Estudos com
acessos do Banco de Germoplasma da Embrapa Amazénia Oriental tém revelado que
mesmo em genotipos polinizados com dez diferentes fontes de polen, ndo houve
fecundacdo de 6vulos (CARVALHO et al, LIVRO ESPECIES NATIVAS DA FLORA
BRASILEIRA).

A propagacdo seminifera € muito indicada em plantios para producdo
madeireira, em razdo das plantas apresentarem caracteristicas desejaveis a esta finalidade
como, caule retilineo, altura superior a 20m e perda natural de ramos (CARVALHO et al,
LIVRO ESPECIES NATIVAS DA FLORA BRASILEIRA).

J& em areas de vegetacdo secundaria, as brotacdes oriundas de raizes (Figura 1d)
compreendem a principal forma de reproducéo, chegando a ocuparem completamente a
superficie do solo. Sdo plantas regeneradas a partir da derrubada da planta-mée ou ap6s
a derrubada de outras arvores no entorno, abrindo clareiras na mata, o que possibilita
encontrar altas densidades populacionais de bacurizeiro (Figura 3) (SHANLEY e
MEDINA, 2005; NASCIMENTO et al.,2007), chegando a atingir valores superiores a 20
plantas/m2 (ARAUJO et al., 2010).
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Figura 3. Individuo jovem de P. insignis em capoeira no municipio de Santa Rita, estado
do Maranhdo — Brasil. Fonte: Marinho, 2021.

Outro método de propagacéo atual € o uso de plantas enxertadas de P. insignis,
que iniciam a floragdo e frutificacdo entre 3 e 5 anos de idade (CALZAVARA, 1970;
CARVALHO et al., 1999), e ainda apresentam porte reduzido, o que facilita o processo
de colheita e manejo cultural (NETO, 2010). O processo de propagacdo assexuada mais
utilizado é a enxertia por garfagem no topo em fenda cheia, em que envolve
primeiramente a formacdo do porta-enxerto, que € o proprio bacurizeiro obtido por
semente ou por regeneragdo da raiz primaria, sendo considerado método de facil execugdo
e maior rendimento de ma&o-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% (CARVALHO et al., 2002). Recentemente, tém se verificado que o uso de
frutiferas enxertadas, de porte mais baixo e cultivo adensado, apresentam maior tolerancia
a patogenos de solo e maior adaptacdo a variagdo de altas temperaturas no solo e a
mudangas climéaticas nos tropicos (MNG’OMBA e BEEDY, 2013) e possibilita que as
plantas entrem em fase reprodutiva cinco a seis anos ap6s o plantio (PERES et al., 1997).
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2.5 Estratégias de conservacgao

Embora o bacurizeiro ainda ndo esteja incluido na lista de espécies ameacadas de
extincdo, basicamente por suas estratégias de regeneracdo (rebrotacdo radicular)
(MULLER, LIVRO DE ESPECIES....), j& é possivel destacar perca de boa parte da
variabilidade genética da espécie na Regido Meio Norte do Brasil, especialmente o estado
do Maranhdo (Souza et al. 2000). Embora a preservacdo de uma espécie arborea seja
normalmente alcancada protegendo-se seu habitat natural (REED et al., 2011), as
dificuldades na propagacdo do bacurizeiro, associado as particularidades reprodutivas da
espécie, apelam a uma abordagem biotecnolégica para promover de forma eficaz sua
conservacdo (SILVA et al., 2012; STRASSBURG et al., 2017).

Entretanto as pesquisas referentes a clonagem e multiplicacdo in vitro em larga
escala de espécies arboreas nativas ainda contemplam um reduzido numero de espécies
(SANTOS et al., 2011), e geralmente destinam-se a gendtipos de dificil propagacéao pelos
métodos convencionais (FICK, 2007; PELEGRINI et al., 2011), e a aquelas que
produzem compostos metabdlitos secundarios (FUMAGALI et al.,, 2008), mas
principalmente a conservacdo de germoplasmas in vitro de espécies ameacadas de
extingdo (NUNES et al., 2003; NOLETO e SILVEIRA, 2004; SOUZA e PEREIRA,
2007; MALOSSO et al., 2012).

No caso do P. insignis, muitas pesquisas foram desenvolvidas pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Meio Norte e Amaz6nia Oriental com
vistas ao desenvolvimento de tecnologias de propagacéo e manejo de bacurizeiros, a fim
de garantirem a preservacao de parte de sua variabilidade genética (SOUZA et al., 2000).
Dentre as pesquisas, destacam-se 0 manejo de rebrotamento de bacurizeiros nativos para
recuperacdo de areas degradadas (HOMMA et al., 2013), caracterizacdo de sistemas de
manejos de bacurizeiro desenvolvidos por agricultores familiares no estado do Para
(MENEZES et al., 2010). Além de sistematicos experimentos em sele¢do e hibridizacéo
de germoplasma na estacdo experimental em Belem (CARVALHO e MULLER, 2007),
promovendo a conservacgédo de germoplasma de bacurizeiro predominantemente na forma
“ex situ”. O maior banco de germoplasma dessa espécie esta localizado na Embrapa
Amazobnia Oriental, com acessos oriundos do estado do Pard e da pré-Amazonia
maranhense. Os acessos estao estabelecidos nos campos experimentais dessa instituicdo

nos municipios de Tomé-Acu e Belém, do estado do Para. Outro Banco de Germoplasma



34

de bacurizeiro, sob a responsabilidade da Embrapa Meio-Norte, estd localizado no
nordeste do Brasil, mais precisamente na cidade de Teresina, estado do Piaui
(CARVALHO e NASCIMENTO, 2018).

Embora haja avangos nos ultimos anos no intuito de conservacdo ex situ de
bacurizeiro, ndo h& registros na literatura sobre a manutencao e estudo de técnicas da
micropropagacdo do germoplasma da espécie, destacando a importancia de estudos que
visem manter gendtipos preservados e que acelerem as metodologias de propagacao
contribuindo também para sua domesticacao e uso sustentavel.

A micropropagacao de espécies florestais nativas apresenta-se com potencial para
a conservacao de germoplasma in vitro, limpeza clonal, producdo massiva de mudas
de espécies, recuperacdo de areas, aceleracdo de programas de melhoramento pela
multiplicacdo de clones, além de atuar como base para outras técnicas biotecnoldgicas,
como a transformagdo genética (OLIVEIRA et al., 2013).

2. Cultivo in vitro

O cultivo in vitro é uma técnica biotecnoldgica, baseada na totipoténcia das células
vegetais (TAUTOROS et al., 1991; PALMA et al., 2011), que compreende um conjunto
de metodologias que permitirdo o crescimento e a multiplicacdo de células, tecidos e
Orgdos de uma planta a partir de um fragmento da planta chamado “explante”, associado
aum meio de cultivo nutritivo e sob condicdes assepticas (CARVALHO e VIDAL, 2003).
No cultivo in vitro, os explantes sdo mantidos em condi¢fes controladas, com oferta
adequada de nutrientes, pH, temperatura, fotoperiodo e fonte de carbono (MORAIS et al.,
2012). Os dois tipos mais comuns de regeneracdo em plantas superiores séo a
embriogénese somatica (SE) e a organogénese de novo, que podem ocorrer de forma
direta ou indireta, dependendo da necessidade de um estagio intermediario de calo
(BIDABADI e JAIN, 2020), sendo a SE um processo mais complexo de diferenciagéo,
pois € um evento morfogenético onde uma célula somética tem a capacidade de produzir

uma planta inteira sem a fuséo de gametas (FEHER et al., 2003).

3.1 Embriogénese somatica de espécies arbdreas

A embriogénese somatica é um importante método de regeneracdo especialmente

importante para plantas arboreas lenhosas, que apresentam dificuldade de propagacéo por
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outros métodos (MERKLE e DEAN,2000; VERDEIL et al., 2007; CHIANCONE e
GERMANA, 2013; PAIS, 2019).

A SE reproduzida por condi¢cBes in vitro € um processo semelhante a
embriogénese zigdtica, onde uma Unica célula ou mesmo um grupo de células podem ser
precursoras de embrides (AMIRATO,1983; DODERMAN et al., 1997), com estruturas
bipolares contendo os meristemas apicais da raiz e do caule em polos opostos (KARAMI
etal., 2009; ROCHA e DORNELAS, 2013).

As metodologias para obtencdo de SE consistem, na maioria dos casos, em meios
de cultura suplementados com diferentes tipos e combinagdes de reguladores de
crescimento de plantas (PGR’s) (GARCIA et al., 2019). Além disso, para 0 sucesso do
protocolo de SE é essencial definir o tipo de explante a ser utilizado, bem como a época
de coleta, uma vez que varios tecidos de uma mesma planta podem resultar em diferentes
respostas quanto a inducdo (VENDRAME et al., 1994). Vérios tém sido os tecidos
utilizados como fonte de explantes para obtencao de embrides somaticos, tais como folhas
e inflorescéncias imaturas, e embrides zigoticos ou imaturos. De forma geral, 0 uso de
embrides zigoticos imaturos tém apresentado boas respostas a morfogénese (PAIVA
NETO et al., 2003), em variadas espécies arboreas (GUERRA et al., 2000; SANTA-
CATARINA et al., 2001; SHARMA et al., 2005; CORREDOIRA et al., 2006).

Além disso a cultura in vitro de embrido zigotico € uma ferramenta experimental
para estudar muitos aspectos dos eventos fundamentais no desenvolvimento embrionario
(HASLAM e YEUNG, 2011).

A técnica da SE compreende um protocolo com varias etapas: inducao,
multiplicacdo, desenvolvimento, maturacdo, germinacao e conversao de plantas. Todas
essas etapas sdo caracterizadas por eventos fisioldgicos, morfoldgicos e moleculares
distintos (ZAVATTIERI et al., 2010). Sabe-se ainda que para cada etapa de diferenciacdo
da SE ha a atuacdo de PGR’s especificos, como por exemplo as auxinas, que S&o
requeridas principalmente nas fases de inducdo de SE e multiplicacdo de embrides
somaticos (LLOYD et al., 1980; PASTERNAK, 2002; VON DRAKOVA et al., 2011).

Como aspectos praticos, a ES tem sido reconhecida como uma abordagem ideal
para propagacdo em massa clonal, melhoramento genetico, especialmente de espécies
lenhosas que apresentam um ciclo de vida muito longo, além de uma ferramenta muito
atil para a criopreservacdo de germoplasma (PAIS, 2019). Além do mais, esta técnica
pode ser utilizada como estratégia para os estudos basicos relacionados com a fisiologia

do desenvolvimento do embrido, e modelo para estudar sistemas subjacentes a
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embriogénese, como o0s eventos moleculares, citoldgicos, fisiolégicos e de
desenvolvimento (DODEMAN et al., 1997; IKEUCHI et al., 2015; OZUDOGRU e
LAMBARDI, 2016). As culturas embriogénicas obtidas pela técnica da SE representam
um sistema bastante eficiente para a aplicacdo de técnicas de biotecnologia, como
transformacdo genética, inducdo e selecdo de mutacGes e regeneracdo de plantas
haploides (RAEMARKERS et al., 1995).

Inimeras espécies lenhosas tém sido alvo de estudos quanto a ES, como por
exemplo Bertholletia excelsa (CORREDOIRA et al., 2006, 2006a), Theobroma
cacao (ALEMANNO et al., 2008), Quercus robur (CORREDOIRA et al., 2006) e
plantas lenhosas em geral (YUAN et al., 2016).

Por tais atributos biotecnoldgicos citados acima, a embriogénese somatica € o
método mais utilizado para a propagacdo in vitro de plantas lenhosas (Guan et al., 2016),
com alto grau de propagacdo (GRUPTA et al., 1993; JAIN e ISHII, 1998) mostrando-se

uma alternativa promissora para P. insignis.

3.2 Fatores indutores da embriogénese somatica: Reguladores de crescimento
vegetal (PGRs)

Um dos aspectos mais caracteristico da SE é a diversidade de fatores fisicos e
quimicos que podem induzir os processos, dentre eles os reguladores de crescimento sdo
notadamente os mais explorados (FEHER, 2006; ZAVATTIERI et al., 2010; FEHER,
2015; NIC-CAN et al., 2016). Os PGR’s desempenham um papel central na coordenacéo
da morfogénese e desenvolvimento dos drgaos reprodutivos das plantas, particularmente
na cascata de transducdo de sinal que leva a reprogramacao génica (DUDITS et al., 1991;
WU et al., 2017).

Assim, a SE in vitro é dependente dessa série de interacdes entres diferentes
PGR’s com destaque para as auxinas isoladas ou combinadas com citocininas. Sabe-se
que essas duas classes de reguladores sao centrais nos processos de divisdo, diferenciacdo
e rediferenciacdo celular, estando envolvidas na aquisi¢cdo da competéncia embriogénica
(ZENG et al., 2007; FEHER, 2015).

As auxinas se destacam como 0s PGR’s mais comumente utilizados na indugéo
da ES, bem como na inducao de calos e no controle da regeneracdo de 6rgdos (NIC-CAN
e LOYOLA-VARGAS, 2016). Esta classe de PGR atua em sinalizacdo que resulta em

uma série de divisdes celulares que induzem o crescimento polarizado ou crescimento
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desorganizado de células que originardo os calos, levando a ES direta ou indireta,
respectivamente (Sharp et al., 1980; DUDITS et al., 1991). Os efeitos das auxinas na ES
envolvem a aquisicdo de competéncia e regulacdo da metilacio do DNA, com efeitos
estimuladores na diviséo celular e diferenciagdo (VON ADERKAS e BONGA, 2000).

O PGR mais amplamente utilizado é um herbicida auxinico, o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), que apresenta atividade semelhante a auxina enddgena
muito forte (OVERBEEK et al., 1951). A caracteristica Unica do 2,4-D €é que é a0 mesmo
tempo um regulador de crescimento de plantas e um herbicida indutor de estresse e essas
propriedades contrastantes podem contribuir para sua eficiéncia embriogénica (FEHER
et al., 2005; SONG, 2013). Isso porque um dos fatores de iniciacdo das respostas
embriogénicas é a inducdo estressante as células vegetais (GLIWICKA et al., 2013).
Outras classes de PGR’s como o etileno, o &cido abscisico e o acido giberélico, também
estdo envolvidas nos processos de maturacdo e germinacdo de embrifes somaticos em
espécies lenhosas (DE-LA-PENA et al., 2015; KUMAR et al., 2017).

As giberelinas sdo consideradas promotores da germinagdo, mobilizando reservas
armazenadas para uso no crescimento vegetativo do embriéo, para o enfraquecimento do
endosperma que cobre o embrido e blogueio do seu crescimento, sdo encontradas em
varias partes das plantas, como, raizes, folhas jovens, sementes em fase de germinacéo e
nos frutos (LAVAGNINI et al., 2014). Sua ac¢do 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).

3.1 Poliaminas: moléculas chave para a maturacao de calos embriogénicos

As poliaminas (PAs) sdo pequenas moléculas alifaticas policatidnicas contendo
grupos aminos que sdo capazes de interagir eletrostaticamente com macromoléculas, tais
como é&cidos nucleicos, fosfolipidios, componentes da parede celular e proteinas
(BARON e STASOLLA, 2008; TIBURCIO et al., 2014). Putrescina (Put), espermidina
(Spd) e espermina (Spm) sdo as principais PAs encontras nas plantas, e estdo envolvidas
em uma variedade de processos cruciais no crescimento e desenvolvimento (EVANS e
MALMBERG 1989), sendo associados a regulacdo de processos fisioldgicos, como

desenvolvimento de flores, senescéncia, metabolismo secundario, maturagdo e
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desenvolvimento de frutos, bem como respostas a estresses bioticos e abidticos (BAIS et
al., 2002; AHMAD et al., 2012).

Além de sua multiplicidade de fungdes potenciais em plantas, estudos recentes
evidenciam a participagdo de poliaminas na regulagdo da embriogénese
somatica/gamética, inclusive em espécies florestais nativas como Ocotea
catharinensis Mez. (Lauraceae) (Santa-Catarina et al., 2004; Silveira et al., 2004; Santa-
Catarina et al., 2006).

Além disso as PAs também regulam o programa de morte celular e apoptose
(KUEHN e PHILLIP, 2005). As PAs podem ser consideradss PGRs ou mensageiros
hormonais secundarios, apesar de serem detectados em quantidades significativamente
maiores nas células vegetais quando comparados aos hormonios vegetais propriamente
ditos (SILVEIRA et al., 2006).

Nas plantas, as PAs podem ocorrer na forma soltvel, como bases livres ou
conjugadas, associadas com moléculas pequenas, tais como &cidos fendlicos e, na forma
insollvel, ligada a macromoléculas, como as proteinas (PAPADAKIS et al., 2005). O
papel das PAse seu envolvimento em processos morfogenéticos tem sido estudado,
principalmente pela da aplicacdo de PAs exdgenas e por correlacdo temporal e espacial
da variacdo nos contetdos destas substancias associada com as diferentes fases da
morfogénese (Rivero, 2006). As PAs foram sugeridas como moléculas cruciais que
aumentam a proliferagéo e regeneracgéo celular em plantas (Arun et al., 2016).

H& muitas pesquisas sobre as PAs aplicadas na melhoria dos processos de
desenvolvimento de plantas in vitro, principalmente na SE, para as espécies Citrus
clementina (CHIANCONE et al., 2006) e Momordica charantia L. (PAUL et al., 2009),
cultura de suspenséo de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. (SILVEIRA et al., 2006);
e desenvolvimento da ES em cana-de-agUcar (REIS et al., 2016). De acordo com Pedroso
et al. (1997), a Put conjugada soluvel e insoltvel e a Spd conjugada solUvel podem estar
relacionadas a formacdo e  desenvolvimento de embriGes  somaticos
globulares. Considerando seus resultados na ES do arroz, Shoeb et al. (2001) sugeriram
que as PAs podem ser utilizadas como biomarcadores da embriogénese somaética do
arroz. Wu et al. (2009) relataram o envolvimento de PAs na ES de Camellia sinensis,
apos inducdo por estresse osmotico.

Desta forma, o estudo das PAs pode ser utilizado para otimizar os processos de

desenvolvimento das plantas, principalmente associados as técnicas de cultura de tecidos
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vegetais em espécies de importancia agronémica, e para esclarecer 0s eventos
regulatorios da morfogénese in vitro (KAKKAR et al., 2000; SHOEB et al., 2001).

3.4 Variabilidade genética

Os parametros genéticos exercem grandes influéncias sobre o processo de SE
(MERKLE et al., 1995; PINTO et al., 2008), e a compreensdo do controle genético é
fundamental para otimizar os protocolos (PARK et al., 1998a). Assim, a depender do tipo
e da magnitude da variacdo genética a inducdo da SE pode ser aplicada a gendtipos
recalcitrantes (PARK et al., 1998b; PARK, 2002), caracteristica inerente a maiorias das
espécies arboreas.

Vaérios estudos tém relatado a influéncia do genotipo nas etapas de regeneracao
da SE de lenhosas dicotiledéneas, como por exemplo, Hernandez et al., (2003) que
encontraram uma influéncia genética significativa em todas as etapas do processo de
regeneracdo de SE de Q. suber, indicando que o melhoramento genético é possivel.
Cuenca et al., (1999) sugeriram um efeito genotipico sobre a inducéo de ES em folhas de
Q. robur. Pinto et al., (2008) mostraram que a inducdo da SE em Eucalyptus globulus
estd sob o controle aditivo de efeitos genéticos.

O fator genético é de grande relevancia na resposta morfogenética em SE, uma
vez que diferentes gendtipos podem apresentar requerimentos diferentes de meio de
cultura e sinalizadores para a indugéo de estruturas embriogénicas (TAUTORUS et al.,
1991). A variabilidade genética entre espécies, e dentro da mesma espécie, pressupde
0 ajuste de metodologias de propagacdo para cada material genético, o que torna o
processo ainda mais complexo (WENDLING et al., 2006).

A estimativa da herdabilidade in vitro por exemplo, € utilizada para determinar
as caracteristicas in vitro geneticamente dependentes, e a viabilidade da selecdo precoce
de progénies responsivas para aumentar a producdo final (BERGMANN e
STOMP,1994). Para isso, pode-se utilizar a metodologia dos procedimentos étimos de
estimacao/predicdo maxima verossimilhanca restrita/melhor predicdo linear ndo viesada
(REML/BLUP).

Outro parametro genético de elevada importancia nos estudos de pré-
melhoramento e melhoramento de plantas, € o coeficiente de variacao relativa (CVr). O
CVr possibilita inferéncias sobre a variabilidade genética entre os diferentes caracteres,
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auxilia na selecdo de gendtipos superiores e permite comparar 0s niveis de variabilidade
genética presente em diferentes genétipos, ambientes e caracteres (FERRAO et al., 2008).

A maior fonte de variabilidade genética de bacurizeiro encontra-se nas
populacdes naturais, especialmente nas localizadas nos sstados do Para e do Maranhao.
N&o obstante, a grande capacidade da espécie de reproduzir-se por brotagdes oriundas de
raizes de plantas adultas, expressivas variacGes fenotipicas sdo encontradas nessas
populacdes. Em um hectare de bacurizeiros nativos nao é raro encontrar-se mais de 15
tipos fenotipicamente diferentes entre si, seja pela coloragdo das flores, massa, formato e
cor dos frutos, tamanho das sementes e rendimentos percentuais de casca, polpa e tempo
requerido para maturacdo dos entre outras caracteristicas (CARVALHO e
NASCIMENTO, 2018).

Vale ressaltar espécies fruteiras nativas ndo apresentam uniformidade nos
aspectos vegetativos e reprodutivos, e precisam ser estudadas para que sejam
estabelecidos critérios de selecdo (BORGES et al., 2010). Assim é essencial estudar o0s
parametros geneticos envolvidos na calogénese e na producdo de linhas génicas
embrionarias para selecionar gendtipos que adicionam para o estabelecimento de jardins
clonais, por exemplo (CORREA et al., 2015).

Pesquisa recente verificando a variabilidade genética in vitro de diferentes
acessos de P. insignis coletados no estado do Maranhédo, mostra que ha grande influéncia
do gendtipo sob as caracteristicas relevantes ao cultivo in vitro, além de que trés acessos
locais mais se destacaram quanto a esses parametros (MARINHO et al., 2022) o que

servira de subsidio para futuros avangos na micropropagacao dessa espécie.

CONCLUSAO

O bacurizeiro é uma espécie que apresenta inumeros usos e aplicacdes, tanto nas
industrias alimenticias, como cosmética, farmacolédgica e madeireira, entretanto por estar
nesse longo processo de domesticacao ainda € uma espécie pouco conhecida e explorada
sustentavelmente. Ressalta-se que a procura por metodologias mais avancadas de
propagacdo, a exemplo do cultivo in vitro, que consequentemente permitirdo a
implantacdo de pomares com eficiéncia produtiva, é uma das principais abordagens que
deve ser considerada nessa busca por sua domesticagéo.
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Capitulo 11

Calogénese in vitro: determinacdo do potencial morfogénico de embrides zigoticos
imaturos de bacurizeiro (Platonia insignis Mart.)

Artigo submetido & Revista Arvore (Brazilian Journal of Forest Science)
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RESUMO

O bacurizeiro ¢ uma espécie amazonica com elevado valor socioecondmico e grande
potencial madeireiro. Contudo, as técnicas e sistemas de propagacdo Vvegetativa
estabelecidas para essa espécie sdo incipientes para atender a demanda produtiva. Dessa
forma, a manipulagéo in vitro torna-se uma alternativa interessante para a multiplicacédo
de bacurizeiro. O objetivo deste trabalho foi determinar o potencial morfogénico de calos
de Platonia insignis Mart., obtidos a partir do cultivo in vitro de embribes zigéticos
imaturos dessa espécie. Embribes zigéticos provenientes de frutos imaturos de bacuri
foram inoculados meio de cultura constituido por sais MS sem adicao de reguladores de
crescimento. Apés 60 dias de cultivo in vitro, os explantes foram transferidos para
diferentes tratamentos de multiplicacdo: MS + BA [2,5 uM]; MS + BA [1,0 uM] +
GA3[13,43 uM]; MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM]; MS +GAs3 [13,43 uM] + NAA
[23,40 uM]. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro tratamentos, cinco repeticdes. Aos 60 dias ap6s inoculagdo, 90% dos
explantes induziram a formacdo de calos. Esses calos apresentaram aspecto friavel, com
regides globulares e coloragcdo amarelo clara. No meio de multiplicacdo, os calos de
bacuri apresentaram diferentes aspectos morfoanatdbmicos. No meio MS suplementado
com BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 puM], os calos foram mais responsivos e apresentaram
aspecto friavel de coloragdo amarelada e células isodiamétricas caracteristicas geralmente
observadas em calos com potencial morfogénico. No entanto, novas investigacdes sdo
necessarias para otimizar os processos de maturacao e conversdo de embrides somaticos
de P. insignis, a fim de potencializar o processo de domesticacéo da espécie com técnicas
de propagacgéo mais eficientes.

Palavras- chave: Bacuri; Morfogénese; Micropropagacéo

ABSTRACT

The bacuri tree is an Amazonian species with high socioeconomic value and great timber
potential. However, the techniques and systems of vegetative propagation established for
this species are incipient to meet the productive demand. Thus, in vitro manipulation
becomes an interesting alternative for bacuri tree multiplication. The objective of this
work was to determine the morphogenic potential of calli of Platonia insignis Mart.,
obtained from the in vitro culture of immature zygotic embryos of this species. Zygotic
embryos from immature bacuri fruits were inoculated into a culture medium consisting
of MS salts without addition of growth regulators. After 60 days of in vitro culture, the
explants were transferred to different multiplication treatments: MS + BA [2.5 uM]; MS
+ BA [1.0 uM] + GA3 [13.43 uM]; MS + BA [2.5 uM] + 2,4-D [0.1 uM]; MS +GA3
[13.43 uM] + NAA [23.40 uM]. The experiment was carried out in a completely
randomized design, with four treatments, five replications. At 60 days after inoculation,
90% of the explants induced callus formation. These calluses had a friable appearance,
with globular regions and a light yellow color. In the multiplication medium, the bacuri
callus showed different morphoanatomical aspects. In MS medium supplemented with
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BA [2.5 uM] + 2.4-D [0.1 uM], the calluses were more responsive and presented a friable
yellowish appearance and characteristic isodiametric cells usually seen in callus with
morphogenic potential. However, further investigations are needed to optimize the
processes of maturation and conversion of P. insignis somatic embryos, in order to
enhance the domestication process of the species with more efficient propagation
techniques.

Keywords: Bacuri; Morphogenesis; micropropagation.

1. INTRODUCAO
Nativa da Amazonia oriental brasileira, o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) é
uma arbdrea com alto valor socioecondémico (Souza et al., 2013) principalmente nas
regibes Norte e Nordeste, onde ha maior abundancia e ocorréncia da espécie (PONTES
et al., 2017). Possui multiplos usos incluindo o consumo do fruto (Aguiar, 2006; Souza

et al., 2013) e a extracdo madeireira (Homma et al., 2010; Homma et al., 2013).

A espécie P. insignis é arbdrea, caducifélia, alégama, com
autoincompatibilidade esporofitica (Saraiva et al., 2013). Em decorréncia dessas
caracteristicas, 0s poucos plantios existentes sao heterogéneos e com producéo irregular.
Além disso, a germinacao das sementes é lenta, levando cerca de 500 a 700 dias para que
0 processo germinativo se complete (Nascimento et al., 2007). Por ainda desafiar esforgos
para seu processo de domesticacdo (Shanley et al., 2016) sofre risco de erosdo genética,
devido a expanséo das areas com agricultura associada a escassez de técnicas adequadas
de propagacéo (Nascimento et al., 2007).

Uma alternativa viavel para estes entraves produtivos é o cultivo in vitro, capaz
de permitir a obtenc@o de milhares de plantas sadias, possibilitando a produgéo durante
todo o ano, uma vez que esta técnica ndo é afetada por mudancas sazonais (Borges et al.,
2009). No entanto, o sucesso dessa producdo depende, dentre outros fatores, do ajuste de
um protocolo adequado de propagacdo in vitro para cada espécie (Ulisses et al., 2011),
que pode ser induzido a partir de uma das principais rotas morfogenéticas in vitro, a
embriogénese somatica (SE). SE € baseada no conceito da totipoténcia celular de plantas,
pois células j& diferenciadas sofrem desdiferenciacdo e adquirem competéncia
embriogénica quando submetidas a diferentes reguladores de crescimento de plantas
(PGRs), em diferentes concentracGes e combinagdes, e outras condi¢des de estresse (Xu
e Huang, 2014; Mendez-Hernandez et al., 2019; Gulzar et al., 2020). A principal fase da
SE envolve a re-determinacado de células diferenciadas, seguida de diviséo e proliferacdo

levando ao desenvolvimento de uma massa celular chamada calo (Rezende et al., 2012).
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Esses calos sdo as estruturas precursoras da regeneracdo de plantas em larga escala,
constituindo-se em fonte ideal para o estudo das diferenciacbes e expressdo da
totipoténcia celular (Zeng et al., 2007; Yang e Zhang, 2010; Santa-Catarina et al., 2012;
Steiner et al., 2016).
No entanto, na literatura ndo ha relatos de protocolos de estabelecimento
ou propagacao in vitro de P. insignis, 0 que ressalta a importancia de se aperfeicoar e
compreender processos de regeneracdo in vitro para esta espécie. Os estudos estruturais
tém contribuido para compreensdo das respostas morfogénicas obtidas in vitro e para a
identificacdo de células e/ou tecidos com potencial morfogenético (Da Silva et., 2015),
favorecendo a possibilidade de intervencdo nas respostas génicas embrionarias
envolvendo as rotas de regeneracdo in vitro (Pinto et al., 2010; Rocha et al., 2012; Otoni
etal., 2013).
O desenvolvimento de novas tecnologias para a propagacéo de P. insignis, como
o cultivo in vitro, constituem-se em atividades essenciais para manutencdo do material
genético e subsidiar programas de melhoramento que visem a completa domesticacao
desta espécie. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi determinar o potencial
morfogénico de embribes zigoticos imaturos de P. insignis cultivados in vitro e
caracterizar o padrdo morfoanatémico dos calos obtidos, a fim de fornecer subsidios para

técnicas de propagacdo in vitro e conservacao da espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta de material vegetal
Frutos imaturos de P. insignis foram coletados de matrizes do municipio de
Bacabeira, Maranhdo, Brazil (latitude 2° 58' 14" S e longitude 44° 18' 32" O). Os frutos
foram acondicionados em embalagens plasticas no interior de caixas de poliestireno, em
seguida, passaram por pré-limpeza, com lavagem em agua corrente e detergente neutro

(Figura 1). Inserir Figura 1 aqui.

2.2 Estabelecimento in vitro e indu¢do da calogénese

Em cémara de fluxo laminar, frutos imaturos foram submersos em alcool 70%
(v/v) por cinco minutos, e em seguida em solucdo de hipoclorito de sddio P.A. (Isofar
Ltda®) (com 2% de cloro ativo), adicionado de uma gota de Tween® (Isofar Ltda®, Duque

de Caxias - RJ) a cada 100 mL de solucdo, mantendo-os em imersdo por 20 minutos.
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Posteriormente, foram enxaguados trés vezes em agua destilada autoclavada, por dois
minutos cada. Com auxilio de faca, a casca e polpa dos frutos foram retiradas até a
obtencdo das sementes, no qual foram desinfestadas com imersédo em alcool 70% por um
minuto, seguido de hipoclorito de sddio (com 2% de cloro ativo) adicionado de uma gota
de Tween® a cada 100 mL de solucdo, por dois minutos em constante agitacdo. Em
seguida, as sementes foram enxaguadas trés vezes em agua destilada autoclavada por dois
minutos cada (Figura 1).

As sementes foram excisadas até a obtencdo do meristema fundamental cortical,
seguindo a definicdo de Mouréo e Beltrati (1995), sendo estes utilizados como explantes
iniciais, no qual foram inoculados em frascos de vidro (200 mL) contendo 30 mL meio
de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) (PhytoTech Lab®, KS, USA), suplementado
com 30 g L de sacarose (Isofar® Ltda, Duque de Caxias, Brasil), 100 mg L™ de mio-
inositol (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, USA), 2,0 g L de Phytagel® (Sigma-Aldrich®,
St.Louis, MO, USA) e 3,0 g L™ de carvio ativado (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, USA).
O pH do meio de cultura 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 60 dias, a 24 + 2°C.

2.3 Multiplicacéo de calos

Aos 60 dias de cultivo in vitro os calos obtidos foram inoculados em placas de Petri
(90 x 15 mm) (ProLab Ltda) contendo 30 mL de MS suplementado com 30 g L de
sacarose, 100 mg L de mio-inositol, 2,0 g L™ de Phytagel® e 3,0 g L™ de carvéo ativado,
com adi¢cdo de diferentes reguladores de crescimento (PGR’s) 4cido giberélico (GAs;
13,43 uM), benziladenina (BA; 1 e 2,5 uM), &cido naftalenoacético (NAA; 23,40 uM) e
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; 0,1 uM), totalizando quatro tratamentos, sendo:
MS + BA [2,5 uM]; MS + BA [1,0 uM] + GA3 [13,43 uM]; MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D
[0,1 uM]; MS +GA3 [13,43 uM]+ NAA [23,40 uM] e cinco repeticGes cada. Cada placa
correspondeu a uma repeticdo contendo seis aglomerados de calos. Apés a inoculacdo, as
placas foram mantidas na auséncia de luz em condicOes de sala de crescimento a 24 +
2°C.

Aos 60 dias, os calos foram avaliados quanto a porcentagem de explantes
responsivos (%) (relacdo de nimero de explantes/nimero de explantes com calos x 100),

considerando-se como explante responsivo aquele que apresentou formagéo de calos (
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Tabela 1). Também foram classificados qualitativamente quanto ao formato (calos
friaveis, globulares e massa de calos indefinida), coloracdo (calos amarelo translucido,
amarelo claro, amarelo e amarelo esbranquicado) e capacidade de multiplicacao dos calos
(elevada, moderada, baixa e nula). Para estas varidveis, foi adotado o critério de notas
atribuida as escalas numéricas decrescentes (adaptado de Corréa, 2014) (Tabela 1).

2.4 Preparo das amostras para analises histologicas e microscopia de luz

Aos 60 dias de cultivo in vitro, amostras (n=5) de calos de cada tratamento foram
coletados e fixados em fixador FAA 70% (Johansen, 1940) por 72 horas. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em série crescente de etanol (30% a 100%) e, posteriormente
infiltrados em resina de metacrilato (Historesin®, Leica Instruments, Heidelberg,
Alemanha). Os blocos foram seccionados transversalmente a uma espessura de 5 pum,
utilizando micrétomo rotativo de avango automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc.,
Buffalo Grove, IL). Os cortes foram corados com azul de toluidina (pH 4,8) (O'Brien e
McCully, 1981), e as imagens foram capturadas utilizando o microscopio Zeiss

Axioskope equipado com sistema de camera U-Photo (AxioCam HRc).

2.4 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos e cinco repeticbes (n=5). Os dados de percentual de explantes
responsivos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativos,
comparados pelo teste de Tukey (p <0,05), utilizando-Se 0 programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2011). Os dados nao-paramétricos das variaveis formato de calos, coloracao de
calos e capacidade de multiplicacdo, foram analisados pelo teste de Kruscal-Wallis,
utilizando o software SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. RESULTADOS
3.1 Estabelecimento in vitro e inducéo de calogénse a partir de embrides
zigbticos imaturos
N&o houve contaminacdo dos explantes nas fases de estabelecimento in vitro e
inducdo de calos, demonstrando eficiéncia do protocolo de descontaminagdo adotado.
Observou-se que a inducao de calos ocorreu a partir dos 30 dias apos a inoculagdo (DAI)
em meio MS sem reguladores de crescimento, com responsividade de 90% dos explantes
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mantidos neste meio (Figura 2a), evidenciando calos de aspecto friavel, com regides

globulares e coloragdo amarelo clara (Figura 2b).

3.2 Competéncia calogénica e responsividade de calos de bacurizeiro em meios

suplementados com diferentes PGR’s

A escala de notas atribuidas aos calos foi eficiente na estratificacdo dos
tratamentos, e a analise qualitativa pelo teste de Kruskal-Wallis demonstrou diferenca
significativa entre os tratamentos para toda as varidveis qualitativas testadas, coloracéo
dos calos, formato de calos e capacidade de multiplicagdo (p < 0,005) (Figura 3a-c). A
partir da andlise de varidncia, a varidvel responsividade (%) apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos avaliados (p < 0,005), no qual os explantes mantidos no
tratamento MS + BA [2, uM] + 2,4-D [0,1 uM] foram superiores quanto a responsividade
(100%) quando comparado aos tratamentos MS + BA [1,0 uM] + GA3z [13,43 uM]
(76,67%) e MS +GAz [13,43 uM]+ NAA [23,40 uM] (76,67%) (Fig. 3d).

Os calos acondicionados em MS + BA [2,5 uM] (KW-H = 17,2949; p < 0,0006)
apresentaram coloracdo entre as notas 3 e 4, que correspondem as coloracdes amarelo
claro e amarelo translucido, respectivamente. Os calos mantidos em MS + BA [1,0 uM]
+ GA3 [13,43 uM] apresentaram coloragdo amarelo translucido (nota 4), em MS + BA
[2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM] houve diferenciagéo de calos em amarelo claro (nota 3) e
quando os calos foram mantidos em MS +GAs3[13,43 uM] + NAA [23,40 uM]
apresentaram coloracdo amarelo esbranquicado e amarelo-claro (notas 1 e 3,
respectivamente) (Figura 3a).

A andlise qualitativa pelo teste de Kruskal-Wallis demostrou diferenca
significativa entre os tratamentos para a variavel formato de calos (KW-H =10,9499; p <
0,0120). Os calos mantidos em MS + BA [2,5 uM] apresentaram formato entre massa de
calos indefinida (nota 1) e calos globulares (nota 2), os mantidos em MS + BA [1,0 uM]
+ GA3[13,43 uM], apresentaram formatos globulares (nota 2) e fridveis (nota 3). O
tratamento MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM] apresentou calos com formato friavel
(nota 3), e os calos mantidos em MS +GAz [13,43 uM] + NAA [23,40 uM] apresentaram
caracteristica globular (nota 2) e fridveis (nota 3) (Figura 3b).

A andlise qualitativa pelo teste de Kruskal-Wallis demonstrou diferenca
significativa entre os tratamentos para a varidvel capacidade de multiplicagdo (KW-H =
10,8933; p < 0,0123) (Figura 3c). Os calos do tratamento MS + BA [2,5 uM]
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apresentaram moderada capacidade de multiplica¢do (nota 3). Os calos mantidos em MS
+ BA[1,0 uM] + GA3 [13,43 uM] e MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 pM] apresentaram
capacidade de multiplicacdo de moderadas e elevadas (notas 3 e 4) com medianas 3 e 4,
respectivamente. O tratamento MS + GA3[13,43 uM] + NAA [23,40 pM] apresentou
calos com moderada capacidade de multiplica¢éo (nota 3) (Figura 3b).

Quanto a responsividade dos calos, a analise estatistica demonstrou diferenca
significativa entre os tratamentos, e o maior percentual foi obtido no tratamento MS +
BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 puM] (100%) diferindo apenas de MS + BA [1,0 uM] +
GAs3[13,43 uM] (76,67%) e MS + GA3z[13,43 uM] + NAA [23,40 uM] (76,67%)
(Figura 3d).

3.3 Andalises morfoanatémicas

Por meio das analises morfoanatomicas, foi observado que os calos mantidos no
tratamento MS + BA [2,5 uM] (Figura 4a-c) apresentaram estruturas globulares com
epiderme bem definida (Fig. 4a, b) compostas por numerosas células isodiamétricas com
poucos espacos intercelulares (Fig. 4c). Quando os calos foram mantidos em MS + BA
[1,0 uM] + GA3[13,43 uM] (Figura 4d-f), foi possivel observar protuberancias com
superficies irregulares (Figura 4e), além de divisGes celulares de células periféricas,
levando a um espessamento nas paredes periclinais (Figura 4e). Esses calos também eram
compostos por células isodiamétricas, porém, com maior area celular que no tratamento
suplementado apenas com BA (Figura 4f).

O tratamento MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM] possibilitou a formacéo de
calos com epiderme bem definida, superficies regulares, células pequenas e
isodiamétricas, com citoplasma denso, com altas propor¢des citoplasmaticas (Figura 4h).
Ainda neste tratamento foi possivel observar calos com células mais intensamente
coradas de azul, denotando células em intensa divisdo celular, e também células mais
intensamente coradas de roxo, com formacéo de grandes espacos intercelulares, levando
a um isolamento celular por mecanismo esquizégeno (Figura 4h, | - asteriscos), o que
sugere uma producdo de mucilagem. Além disso, hé outra por¢éo de células azuladas com
vacuolos maiores e ndcleo e nucléolo bem definidos. Nesse tratamento também foi

observado estruturas secretoras (Figura 4h-i — pontas de setas), que também foram
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encontrados por analises morfoanatémicas, na por¢éo cortical de sementes de P. insignis
de frutos em maturacdo (Mouréo e Beltrati, 1995).

Calos mantidos em MS + GA3[13,43 uM] + NAA [23,40 uM] apresentaram
protuberancias com superficies irregulares (Fig 4k-1), além de espessamento nas paredes
periclinais externas das células periféricas (Fig. 4j). Ainda, neste mesmo tratamento
também foi observada a formacéo de grandes espacos intercelulares, aparentemente por
um mecanismo esquizégeno, levando a um isolamento (separacao das células) (Figura 4l

— linhas vermelhas tracejadas), além de estruturas secretoras.

4. DISCUSSAO

Os resultados apresentados representam o primeiro estudo sobre inducdo de
calogénese in vitro de P. insignis, e podem ser utilizados como ponto de partida para o
estabelecimento de um protocolo completo de regeneracao in vitro por técnicas como a
ES. Os resultados iniciais de estabelecimento em meios sem adi¢cdo de PGRs, demonstram
que a capacidade regenerativa de calos deve-se principalmente a capacidade das células
somaticas de sofrerem desdiferenciacdo, que pode ser induzida pela razdo de PGRs, como
auxina e citocinina (Skoog e Miller, 1957), mas também pode ser provocado por indu¢édo
de estresse, como uma lesdo (Stappenbeck e Miyoshi, 2009; Iwase et al., 2011), fato que
pode ter ocorrido na excisdo do tegumento para a remoc¢do do embrido zigético de P.
insignis. O mecanismo de desdiferenciagdo induzida por lesdes pode estar presente
também em outras plantas superiores, havendo relatos de formacéo de calos sem adicdo
de PGRs exdgenos ao meio de cultivo em Strychnos pseudoquina (Ikeuchi et al., 2013) e
Arabidopsis thalliana (Zhou et al., 2012). Além disso, a expressao de genes de transcricao
pode ser responsavel pela indugdo de calos e embrides somaticos (Harding et al., 2003;
Marsch-Martinez et al., 2006; Iwase et al., 2011), o que evidencia que a desdiferenciacao
celular em plantas é um processo controlado por um conjunto especifico de genes.

Com relacdo a responsividade e competéncia calogénica, os resultados dos
tratamentos com diferentes PGRs demonstram diferencas nas respostas quanto aos
aspectos qualitativos e morfoanatbmicos dos calos de P. insignis. Uma maior
responsividade dos calos foi obtida no tratamento MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM]
apresentando calos friaveis (nota 3) e com coloracao amarelo claro (nota 3). A coloracédo
é uma importante variavel para a identificacdo de calos com potencial embriogénico.

Aspectos morfologicos transllcido-brancos ou amarelados que ndo apresentam coesdo
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celular, com auséncia de constituicdo organogénica, sdo considerados friaveis e com
potencial para formarem embrides somaticos (Singh et al., 2015; Ikeuchi et al., 2013).

Ainda, os calos mantidos em meio MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM]
apresentaram elevada capacidade de multiplicagdo, e as andlises morfoanatdmicas
mostraram que esse tratamento foi capaz de proporcionar calos potencialmente
embriogénicos. Estudos mostram que a combinacdo de auxinas e citocininas favorecem
a formacdo de calos (Ikeuchi et al., 2013; Trueman et al., 2018). O 2,4-D é a auxina
sintética mais comumente utilizada na inducdo de calos, podendo substituir a auxina
natural acido indolacético (IAA) (Navroski et al., 2012), e as citocininas exdgenas tem
papel na inducéo da diviséo e controle celular, atuando na morfogénese in vitro (George
et al., 2008).

Neste estudo, as andlises histolégicas mostraram diferentes respostas
morfoanatdmicas dos calos para cada tratamento avaliado. Essas analises compreendem
uma das diversas maneiras de investigacao da progressao das fases calogénicas (Jalil et
al., 2008).

O cultivo in vitro de embriBes zigéticos é uma ferramenta propicia para o estudo
dos eventos envolvidos na calogénese e posterior desenvolvimento embrionério de calos
(Haslam e Yeung, 2011). Assim, embrides zigoticos imaturos de varias espécies arboreas
nativas da Amazoénia tém sido alvo de estudos in vitro (Pilatti et al., 2011), como por
exemplo Swietenia macrophylla (Couto, 2002) e Hypericum brasiliense (Veloso et al.,
2009). Neste sentido, o uso de embrides zigoticos imaturos foi alvo deste estudo, sendo o
primeiro trabalho com inducdo de calogénese de P. insignis utilizando como fonte de
explantes frutos imaturos. Os resultados obtidos sugerem a possibilidade de utilizacédo
dos calos estabelecidos em meio MS e induzidos em MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1
KUM] para a regeneragdo da espécie, podendo contribuir para a otimizag8o de sistemas de
regeneracdo in vitro desta importante espécie frutifera da Amazonia, bem como o0 uso em

programas de melhoramento para a espécie ensejando-se a continuidade das pesquisas.

5. CONCLUSOES

A combinacdo de MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 puM] possibilitou respostas
mofoanatdmicas mais adequadas quanto a capacidade de multiplicacdo, coloragédo e
formato de calos. Estes calos apresentam células com elevado contetudo celular,

isodiamétricas, nacleo e nucléolo bem definidos e com intensa atividade nas paredes
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periclinais, sugerindo que sdo potencialmente embriogénicos. Mais investigacoes,
testando outras doses de 2,4-D, e outros estadios de desenvolvimento do embri&o zigotico
imaturo, sdo necessarias para otimizar o desenvolvimento da ES a partir de calos de P.

insignis.
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Tabela 1 Classificagdo qualitativa de calos de bacuri (Platonia insignis Mart.)
provenientes de meristema fundamental cortical.
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Figura 1 - Etapas da desinfestacdo e estabelecimento in vitro de explantes de bacurizeiro
(Platonia insignis Mart.) provenientes de frutos imaturos.
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Figura 2 - Responsividade de explantes (a) e calos induzidos a partir de sementes de
frutos imaturos de Platonia insignis Mart. mantidos em meio MS sem adi¢cdo de PGRs
(b). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de significancia. Barra: 1mm.
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Figura 3 - Caracteristicas morfologicas relativas a coloragdo (a) e formato (b) de calos,
capacidade de multiplicacdo (c) e responsividade (%) (d) de calos de Platonia insignis
submetidos a diferentes concentracdes de PGRs, aos 60 dias de incubagdo. *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 4 - Aspectos morfoanatdmicos de calos de Platonia insignis com 60 DAI
submetidos a diferentes PGRs adicionados ao meio de cultura MS. (a-c) calos submetidos
ao tratamento MS + BA [2,5 uM]; (d-f) calos submetidos ao meio MS + BA [1,0 uM] +
GA3 [13,43 uM]; (g-i) calos mantidos em meio MS + BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM]; e
(J-1) calos mantidos em MS + GA3[13,43 uM] + NAA [23,40 uM]. Pontas de setas
indicam cavidades secretoras esquizdgenas. Linhas vermelhas tracejadas indicam volume
celular. Setas indicam formacéo de parede periclinal externa. Barras: a-d-g-j 5mm; b-h-k
200um; c-f-i-1 100pum; e 600um.
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Capitulo 111

Inducéo e multiplicacéo in vitro de calos embriogénicos de bacurizeiro (Platonia
insignis Mart.)
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Resumo

A técnica de embriogénese somatica apresenta grande potencial para melhorar o processo
produtivo do bacurizeiro (Platonia insignis Mart.), contribuindo para aumentar a
eficiéncia da producéo de plantas, acelerando o processo de domesticagdo, melhoramento
e conservacdo do material genético da espécie. Nesse contexto, o objetivo deste estudo
foi definir as concentracdes e combinacdes de diferentes reguladores crescimento para
multiplicar e regenerar calos embriogénicos de P. insignis. Este estudo foi dividido em
duas etapas. A primeira referente a multiplicacdo e determinacdo de linhagens
embriogénicas, no qual foram utilizados calos estabelecidos in vitro oriundos de frutos
imaturos, e induzidos em meio MS suplementados com BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM].
A segunda, foi avaliada a eficiéncia da putrescina na regeneracdo de linhagens
embriogénicas, no qual foram testados meios de cultura MS adicionado de 2,4-D e
putrescina em quatro combinagdes: R1: 0,1 [uM] de 2,4-D + 50 [uM] de Put; R2: 0,1
[uUM] de 2,4-D + 100 [uM] de Put; R3: 0,8 [uM] de 2,4-D + 50 [uM] de Put e R4: 0,1
[LM] de 2,4-D + 100 [M] de Put. A analises de coloragao revelaram calos sem potencial
embriogénico, com aspecto esponjoso, macio e esbranquicado. calos com potencial
embriogénico, semi-compactos com colora¢do amarelada, denominados “Linhagem 1.
A combinacdo de 0,8 uM de 2,4-D + e 50 uM putrescina induziu a maior formacéo de
calos com potencial embriogénico.

Palavras- chave: calos; frutos imaturos de bacurizeiro; frutifera amazonica.

Abstract

The somatic embryogenesis technique has great potential to improve the productive
process of the bacuri tree (Platonia insignis Mart.), contributing to increase the efficiency
of plant production, accelerating the process of domestication, improvement and
conservation of the species’ genetic material. In this context, the aim of this study was to
define the concentrations and combinations of different growth regulators to multiply and
regenerate P. insignis embryogenic callus. This study was divided into two stages. The
first refers to the multiplication and determination of embryogenic lines, in which calli
established in vitro from immature fruits were used, and induced in MS medium
supplemented with BA [2.5 uM] + 2.4-D [0.1 pM]. The second, the efficiency of
putrescine in the regeneration of embryogenic lines was evaluated, in which MS culture
media added with 2,4-D and putrescine in four combinations were tested: R1: 0.1 [uM]
of 2,4-D + 50 [uM] Put; R2: 0.1 [uM] 2,4-D + 100 [uM] Put; R3: 0.8 [uM] 2,4-D + 50
[UM] Put and R4: 0.1 [uM] 2,4-D + 100 [uM] Put. Color analysis revealed calluses
without embryogenic potential, with a spongy, soft and whitish appearance. calluses with
embryogenic potential, semi-compact with yellowish color, called “Lineage 1”. The
combination of 0.8 uM 2,4-D + and 50 uM putrescine induced the greatest callus
formation with embryogenic potential.

Keywords: calluses; immature bacuri fruit; Amazonian fruit tree.
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1. Introducéo

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) é uma fruteira arbdrea, nativa da
Amazonia oriental brasileira (SOUZA et al., 2013) e seu fruto o bacuri, ocupa um lugar
especial na cultura amazbnica, apresentando caracteristicas organolépticas,
farmacoldgicas e alto valor nutricional (SANTOS et al., 2019), além de potencial para
expandir seu mercado, embora a maior parte da producéo ainda provenha do extrativismo
de plantas de populagdes nativas (RODRIGUES et al., 2022).

Apesar da relevante importancia da espécie, a qual encontra-se em processo de
domesticacdo (SARAIVA et al., 2013) as técnicas utilizadas para sua propagacao séo de
uso restrito, além de que as plantas apresentam longa fase juvenil, demandando, no
minimo, oito anos para frutificar (CARVALHO e MULLER, 2011) quando provenientes
de propagacao vegetativa. Como uma alternativa promissora para a espécie, o cultivo in
vitro demonstra grandes vantagens e aplicagdes pois a partir de técnicas como a
embriogénese somatica (SE), pode-se produzir grande quantidade de embrides e assim,
propagar grande numero de plantas com elevado potencial produtivo (MARINHO et al.,
2022). Sendo assim, uma alternativa viavel para superar problemas de espécies arbéreas
que demoram para atingir a maturidade e possuem um ciclo longo e irregular de producéo
de sementes (ROCHA et al., 2011; PAIS, 2019); como é o caso do bacurizeiro.

A SE, que compreende a desdiferenciacdo de uma célula somatica em uma célula-
tronco embriondria totipotente que pode originar um embrido somatico in vitro
(VERDEIL et al., 2007; IKEUCHI et al., 2015), essa modificagdo envolve um processo
complexo que inclui desdiferenciacéo; reativagéo, diviséo e metabolismo celular; e uma

série de atividades de desenvolvimento e reprogramacédo (FEHER et al., 2003).

A obtencdo de uma quantidade de calos de alta qualidade embriogénica na
multiplicacdo é uma etapa decisiva para o sucesso da SE. O calo embriogénico é a base
da regeneracdo de plantas em grande escala e serve como importante material de
transformacdo genética, sendo também um sistema ideal para estudar a totalidade da
diferenciacdo de uma Unica célula e a expressdo da totipoténcia (ZENG et al., 2007;
YANG e ZHANG, 2010; SANTA-CATARINA et al., 2012; STEINER et al., 2016).
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Esses calos podem ser induzidos a partir de um explante da planta, sob certas
condigdes de cultivo, sendo igualmente mediadas por reguladores de crescimento (PGRS),
geralmente combinacdes de auxinas e citocininas (ZUZANA et al.,, 2011;
KLIMASZEWSKA et al., 2016; NUNES et al., 2018). Em muitas plantas lenhosas, a
reducdo da concentragdo de auxina ou citocinina estimula a indugéo de calos com
potencial embriogénico, devido a mudanca na expressdo de genes que regulam o ciclo

celular, formag&o de parede e biossintese de hormdnios endégenos (FEHER, 2008).

Além desses PGRs as poliaminas (PAs) sdo moléculas importantes relacionadas
com diferentes processos fisiolégicos, como diviséo e diferenciagdo celular e crescimento
e desenvolvimento, incluindo SE (MUSTAFAVI et al. 2018 ; RAKESH et al. 2021 ). A

Putrescina, umas das PAs encontradas em plantas, parece atuar no inicio da divisdo
celular (RAKESH et al. 2021 ), e estudos com a SE com diferentes espécies mostraram
que o contetudo de PAs é variavel e dependente da capacidade embriogénica do calo
(SANTA-CATARINA et al. 2007 ; NOCEDA et al. 2009 ; NASCIMENTO-GAVIOLI
et al. 2017; POLESSI et al., 2022). Ressaltando a necessidade de estudos testando esses
reguladores também no processo embriogénico de P. insignis.

Entretanto nem todos os tecidos vegetais tém mesma resposta a sinalizagao
hormonal, sendo possivel que somente algumas células adquiram competéncia para
modificar suas rotas de desenvolvimento, 0 que propicia um crescimento da
heterogeneidade de células dentro do explante, em niveis estruturais, moleculares e
bioquimicos (ROCHA et al.,, 2018). Sendo assim, a determinacdo do potencial
embriogénico dos calos através de técnicas histoquimicas durante o cultivo in vitro, é
relevante para a continuidade dos trabalhos visando a selecdo de linhagens que
apresentam potencial embriogénico para a SE (SILVA, 2009). Para isso, aléem dos
aspectos morfoldgicos, alguns marcadores podem ser utilizados para identificacdo e
viabilidade das células pro-embriogénicas, dentre eles o carmim-acético e azul de Evans
destacam-se na identificacdo de calos com estruturas potencialmente embriogénicas
(STEINER et al., 2005).

Assim o objetivo deste estudo foi definir as concentracdes e combinacdes de
diferentes reguladores crescimento para induzir e multiplicar calos embriogénicos de P.
insignis, a fim de estabelecer um protocolo eficiente de embriogénese somatica para
propagacdo da espécie.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR31
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR47
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR47
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR53
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR37
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR32
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Material e métodos

2.1 Introducéo in vitro e determinacéo de linhagens embriogénicas

Calos de P. oriundos de frutos imaturos, e induzidos em meio MS foram
subcultivados placas de Petri descartaveis de 90 x 15 mm (ProLab Ltda) contendo meio
de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) (PhytoTech Lab®, KS, USA), suplementado
com 30 g Lt de sacarose (Isofar® Ltda, Duque de Caxias - RJ), 100 mg L™* de mio-inositol
(Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, USA), 2,0 g L de Phytagel® (Sigma-Aldrich®, St.Louis,
MO, USA) e 3,0 g L de carvio ativado (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, USA), com
adigdo de reguladores de crescimento (PGR’s): BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM]. Apos a

inoculagio, as placas foram seladas com filme de PVC (Rolopac®).

Apbs 60 dias em condicdes de sala de crescimento a 24+2°C e no escuro, 0s calos
foram avaliados e classificados quanto ao formato em: globular e friavel. Para a
confirmacéo da presenca de células pro-embriogénicas, foram coletados fragdes de 5 mg
de calos, macerando-os sobre uma lamina de microscopia, com auxilio de bisturi e lamina.
A essa fracdo de calos macerada adicionou-se corante Azul de Evans a 0,1% por trés
minutos, retirando-se posteriormente o excesso da solugdo com auxilio de papal
absorvente. Depois adicionou-se a fracdo de calos, trés gotas de corante Carmim acético
a 2,0% por trés minutos (Valente, 2007). Em seguida, as laminas foram fotografadas em

esteriomicroscépio, com aumento de 10x a 40x.

2.2 Avaliagéo da eficiéncia da putrescina na inducéo e multiplicagéo de linhagens
embriogénicas

Ensaios preliminares indicaram insucesso da técnica quando os explantes de P.
insignis foram submetidos a altas dosagens de PGRs. Dessa forma, apds extensa pesquisa
bibliografica, nds elaboramos as combinacdes utilizadas para esta fase da morfogénese.
Assim os calos selecionados na etapa anterior foram repicados e transferidos para placas
de Petri descartaveis de 90 x 15 mm (ProLab Ltda) contendo meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962) (PhytoTech Lab® KS, USA), suplementado com 30 g L™ de
sacarose (Isofar® Ltda, Duque de Caxias - RJ), 100 mg L™ de mio-inositol (Sigma-
Aldrich®, St.Louis, MS - USA), 2,0 g L de Phytagel® (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MS -
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USA) e 3,0 g L de carvéo ativado (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MS - USA), com adicio
de reguladores de crescimento (PGRs) acido 2,4- diclorofendciacético (2,4-D) e
putrescina (Put) nas seguintes combinac@es: 0,1 [uM] de 2,4-D + 50 [uM] de Put; 0,1
[uUM] de 2,4-D + 100 [uM] de Put; 0,8 [uM] de 2,4-D + 50 [uM] de Put e 0,1 [uM] de
2,4-D + 100 [uM] de Put. Apds 60 dias em condigdes de sala de crescimento a 24 + 2°C
no escuro, os calos foram classificados qualitativamente quanto ao formato (calos
friaveis, globulares e massa de calos indefinida), coloracdo (calos amarelo translucido,
amarelo claro, amarelo e amarelo esbranquicado) e capacidade de multiplicacdo dos calos
(elevada, moderada, baixa e nula). Para isso, adotou-se um critério de notas atribuida as
escalas numeéricas decrescentes (adaptado de Corréa, 2014) (Tabela 1). O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco

repeticdes.

Tabela 1 Classificagdo qualitativa de calos de Platonia insignis Mart.

Notas em )
~ Capacidade de
escala Formato Coloracéo A
- multiplicacdo
numérica
4 - amarelo translicido elevada
3 fridveis amarelo claro moderada
2 globulares amarelo baixa
1 massa de calos amarelo Nula

indefinida esbranquicado

2.2.1 Andlises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e cinco repetices (n=5). Os dados ndo-paramétricos das variaveis
capacidade de multiplicacdo, coloracdo e formato de calos e foram analisados pelo teste
de Kruscal-Wallis, utilizando o software SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

2. Resultados

2.1 Determinacéo de progénies embriogénicas
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N&o houve contaminacao dos explantes nessa fase de multiplicacdo (Figura 1A). De
acordo com a classificacdo dos calos adotada neste estudo, identificou-se a existéncia de
dois formatos de calos: calos fridveis e massa de calos esponjosos. A anélise de dupla
coloragdo em ambas as células dos calos fridveis e esponjosos demonstrou resultados
diferentes quanto ao potencial embriogénico (Fig. 1). Os calos classificados como friaveis
apresentaram células pequenas, isodiamétricas, com citoplasma denso, com reacdo
positiva ao corante carmim acético (Fig. 1B-C), demonstrando caracteristicas de células
com potencial embriogénico. Ja os calos classificados como esponjosos, apresentaram

células com ndcleos pequenos, citoplasma menos denso, formato alongado, e reagdo

positiva ao corante azul de Evans, carateristicas de calos ndo-embriogénicos.

Figura 1. Analise histoquimica de calos de P. insignis induzidos em meio MS
suplementados com BA [2,5 uM] + 2,4-D [0,1 uM] e analisados a partir de dupla
coloracdo com Carmim acético e Azul de Evans aos 60 DAI. Calos em meio de inducéo
(A); calos com aspectos fridveis (B); células embriogénicas apresentam coloragdo
vermelho intensa ao carmim acético (C). Calos esbranquicados com aspectos esponjosos
(D); células ndo embriogénicas coradas com Azul de Evans(E). Abreviaturas: Fc — calo
friavel; Ec — calo esponjoso; Em — calo embriogénico; Nem — calos ndo embriogénicos.
Barra: 1 mm.
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2.3 Eficiéncia da putrescina na multiplicacédo de linhagens embriogénicas

Os resultados quanto as caracteristicas calogénicas demonstram efeito dos PGRs
nos caracteres qualitativos dos calos. A escala de notas atribuidas aos calos foi eficiente
na estratificacdo dos tratamentos, e a analise qualitativa pelo teste de Kruskal-Wallis
demonstrou diferenca significativa entre os tratamentos para todas as varidveis
qualitativas analisadas, capacidade de multiplicagdo, coloragdo e formato de calos
(Fig.3A-C).

Os calos mantidos no meio com 2,4-D 0,1 uM + Put 50 uM e 2,4-D 0,1 uM + Put
100 uM apresentaram elevada capacidade de multiplicacdo. Uma moderada capacidade
de multiplicacéo foi obtida nos calos mantidos no meio 2,4-D 0,8 uM + Put 50 uM, ja o
tratamento com 2,4-D 0,8 uM + Put 100 uM apresentou calos com baixa capacidade de
multiplicacdo (KW-H = 8,923; p < 0,030) (Figura 3A).

A anélise qualitativa pelo teste de Kruskal-Wallis mostrou diferenga significativa
entre os tratamentos para a varidvel coloragcdo (KW-H = 14,558; p < 0,0002) (Figura 3C).
Cada tratamento apresentou calos com predominancia em uma coloracdo especifica. Os
calos mantidos no meio 2,4-D 0,1 uM + Put 50 uM apresentaram coloragdo amarelo, no
meio 2,4-D 0,1 uM + Put100 uM calos amarelo-claros, e nos meios 2,4-D 0,8 uM + Put
50 uM e 2,4-D 0,8 uM + Put 100 uM, amarelo translucido e amarelo esbranquigado,

respectivamente (Figura 2A-C).

Quanto ao formato dos calos ambos os meios 2,4-D 0,1 uM+ Pu50 uM e 2,4-D
0,1 uM + Put 100 uM apresentaram calos com formato globular (Figura 3B). O meio 2,4-
D 0,8 uM + Put 100 pM, proporcionou calos tanto em formato globular, quanto massa de
calos ndo definida. J& o meio 2,4-D 0,8 uM + Put 50 uM apresentou calos com formato
friavel (Figura 2A-C).

Figura 2. Calos de Platonia insignis Mart. aos 75 dias apés a indugédo em meio MS com
adicdo de diferentes PGRs para regeneragdo de linhagens embriogénicas. Calos
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globulares do tratamento com 2,4-D 0,1 uM + Put 50 puM) (A); calos globulares do
tratamento com 2,4- D 0,1 uM + Put 100 uM) (B); calos friaveis do tratamento com 2,4-
D 0,8 uM + Put 50 uM) (C); calos globulares do tratamento 2,4-D 0,8 uM + Put 100 )
(D). Barra: 1 mm.
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Capacidade de multiplicagio dos calos

KW- 11 =8,923; P=<0,030

Rl R2 R3 R4

Coloragio

o

KW - H = 19,000: P = <0,001

Rl R2 R3 R4

©

Formato

‘- -

KW - H = 14,558; P = 0,002
g = > - : I
RI R2 R3 R4

Figura 3. Capacidade de multiplicacdo (a), coloracdo (b) e formato (c) de calos de
Platonia insignis Mart. ap6s 75 dias de inducdo em diferentes concentragdes de PGRs
para regeneracdo de linhagens embriogénicas.
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4. Discussao

4.1 Aspectos morfoanatdmicos podem definir calos de P. insignis com potencial

embriogénico

A partir das analises de coloracdo e avaliacdo quanto ao formato dos calos, foram
obtidos dois tipos de calos com distintos potenciais morfogénicos: calos com potencial
embriogénico e sem potencial embriogénico. Os calos com potencial embriogénico sdo
semi-compactos com coloracdo amarelada e facilmente destacaveis da estrutura original
e que foram positivamente marcados com carmim acético, enquanto calos sem potencial
embriogénico apresentam aspecto esponjoso, macio e esbranquicado, e células
positivamente marcadas com Azul de Evans. A reacdo positiva ao carmim acetico esta
associada a competéncia da célula para o desenvolvimento celular e posteriores
diferenciacOes, caracteristicas de células embrionarias (Durzan, 1988; Filonova et al.,
2000; Steiner et al., 2005). Ja o azul de Evan é um corante que penetra atraves de rupturas
da membrana, colorindo o interior dessas células em azul (Bhargava et al., 2007), que
geralmente sdo vacuoladas e alongadas, caracteristicas de células ja diferenciadas

(Filonova et al., 2000), e com menor potencial embriogénico.

No processo de regenerac¢do vegetal, o monitoramento histoquimico também tem sido
utilizado para determinar os fatores essenciais envolvidos na diferenciacdo morfogenética
permitindo o reconhecimento de regides e/ou tecidos com alta atividade metabdlica (OLIVEIRA

etal., 2017,

Observou-se ainda que em uma mesma por¢do havia tanto calos friaveis quanto
calos esponjosos. Essa variacdo na formacao de calos embriogénicos numa mesma por¢ao
de calos com sem essas mesmas competéncias, pode ser em decorréncia dos gradientes
hormonais presentes na planta, e demonstra o que nem todas as células tém competéncia

embriogénica.

Os calos com potencial embriogénico identificados neste estudo apresentam as

apresentam um nuacleo evidente, alta relagdo nuacleo:citoplasma; centralmente

posicionado, com um dnico nucléolo grande, citoplasma denso com reservas de amido
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localizadas ao redor do nucleo. A parede ceular contém poucos ou ndo possui
plasmodesmos e um deposito de calosidades é encontrado com frequéncia, o que
contribui para espessamento da parede (Ling You et al., 2006; Sané et al., 2006; Verdeil
et al., 2007).

Por outro lado, as células ndo embriogénicas se apresentam, na maioria dos casos,
como células grandes, alongadas, vacuoladas, com espacgos intercelulares e sistema
celular desorganizado (Nogueira et al., 2007), assim como observado para células de calos
de P. insignis. Células ndo embriogénicas originam-se de células muito diferenciadas
dividindo-se em uma Unica direcdo e se diferenciam em células parenquimaticas com
vacuolos visiveis e ndo apresentam amido e proteinas como substancias de reserva. Ja as
células embriogénicas apresentam diversos planos de divisdo e ddo origem a células

menores e isodiamétrias, com pequenos grdos de amido (Guerra et al., 1999).

Ainda, de acordo com a diferenciacdo feita por Bartos et al., (2018), os calos
podem ser classificados em dois tipos: tipo 1 (calos primarios com competéncia
embriogénica) e tipo 2 (calos primarios sem competéncia embriogénica), o segundo tipo,
ou calos ndo embriogénicos, sendo menos compactos, aquosos e esbranquicado;
crescendo desordenadamente, e composto predominantemente por células

parenquimatosas alongadas com grandes espacos intercelulares.

Os resultados positivos quanto a formacao de calos com potencial embriogénico
encontrados neste estudo, estdo fortemente ligados a composicao do meio de cultura nesta
fase de multiplicacéo; pois o 2,4-D adicionado ao meio de cultura mantém estavel a taxa
de multiplicacdo celular (Macedo, 2010) isso pois as auxinas séo as principais indutoras

de multiplicacdo celular (Silveira et al., 2004).

A auxina € um regulador principal dos estagios iniciais do estabelecimento SE e
do desenvolvimento pos-embrionario da planta (Elhiti e Stasolla 2016 ). Muitos estudos
realizados com promotores indutores de auxina relataram que a distribuigdo espacial e
temporal da auxina medeia etapas importantes nas configuracGes iniciais do embrido
(Smit e Weijers 2015)

Além disso esses resultados nos permitiram a classificagdo de uma progénie
embriogénica, denominada de “linhagem 17, que foi utilizada nos experimentos

seguintes.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-022-00923-9#ref-CR21
https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-022-00923-9#ref-CR88
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4.2 Auxinas e poliaminas combinadas na regeneracao de calos embriogénicos

Neste estudo a obtengdo de calos friaveis com coloragdo amarelo translicido e
consequentemente com melhor capacidade embriogénica foi encontrada no tratamento
com maior concentracao de 2,4-D combinado com a menor concentracao de Put (0,8 uM
+ Put 50 puM).

De maneira geral, porcGes transllcidas brancas ou amareladas dos calos sdo
consideradas friaveis e com potencial para formarem embrides sométicos (Guerra et al.,
1999; Ipekci e Gozukirmizi, 2005). O 2,4-D é responsavel pelo inicio do processo de
divisdo e diferenciacdo celular, bem como age na inducdo de células embriogénicas
(Pasternak et al., 2002). Esta capacidade do 2,4-D em desencadear as rotas embriogénicas
pode estar relacionada com a sua capacidade de induzir os genes do estresse, 0s quais
contribuem para a reprogramacao celular de células somaticas em diregdo a embriogénese
(Schwertner et al., 2008). Nesse contexto, Granja et al. (2018) enfatizam que 0 sucesso
de um protocolo de embriogénese somatica depende tanto da eficacia da inducédo de calos

quanto da capacidade de multiplicar linhagens embriogénicas.

Além disso os resultados também denotam efeitos positivos da PA Put na
obtencao de linhagem com potencial embriogénico. A Put é ums molécula com influéncia
no crescimento, proliferacdo e regeneracdo celular em plantas (Arun et al., 2016). Vérias
PAs tém se mostrado importantes para a diferenciacdo celular e otimizac¢do de processos
da embriogénese somatica (Wu et al., 2009; Viu et al., 2009; Paul et al., 2009; Kumar et
al., 2008; Silveira et al., 2006).

Conclusoes

Neste estudo a combinacédo de 2,4-D 0,8 uM + Put 50 uM induziu a maior
formacéo de calos com potencial embriogénico. A partir das informacgdes encontradas
aqui mais eventos da SE de P. insignis poderao ser desenvolvidos visando a propagacéo

rapida e eficiente da espécie.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-022-02227-2#ref-CR32
https://www-frontiersin-org.translate.goog/articles/10.3389/fpls.2019.00240/full?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=pt&_x_tr_hl=pt-BR&_x_tr_pto=nui,sc#ref2
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Abstract

As a Brazilian Amazon fruit, bacuri tree (Platonia insignis Mart.) has been pointed out
as an important species to the sustainable management and development of the Amazon
region. However, since it is not yet domesticated, techniques regarding its propagation
are still incipient. This study aimed to evaluate the genetic control of traits related to in
vitro establishment of Platonia insignis accessions from different regions of the
Maranhao state, Brazil. Immature fruits were collected over different sites for explants
obtention. The in vitro responsiveness of the genotypes was evaluated by assessing the
percentage of explant oxidation (OXI), pinkish-colored defense structures (PCDS),
callogenesis (CAL), radicle (ROOT) and shoot forming (SHOOT). Callus was classified
according to its callogenic potential, namely as: globular-friable, with higher
embryogenic potential; undefined structure [cell mass], with lower embryogenic
potential; and white spongy-like callus, absent of embryogenic potential. The estimates
of genetic parameters were accomplished via REML (Restricted Maximum
Likelihood)/BLUP (Best Unbiased Linear Prediction) mixed model. The outputs showed
high genetic variability within the studied population. Additionally, accessions AC.7,
AC.2, AC.1, AC.6, and AC.8 showed as more efficient by considering characteristics
related to the in vitro regeneration, thereby presenting a superior callogenesis ability;
lower susceptibility to oxidation; and higher capacity for root and shoot formation. This
was the first study to investigate the relationship among genetic parameters and selecting
accessions of P. insignis for in vitro regeneration, thus providing support for studies

related to micropropagation and domestication of this species.
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Introduction

As a fruit tree native to the Brazilian eastern Amazon, bacuri (Platonia insignis
Mart.) stands out due to its socio-economic importance and high ability to contribute to
the management and sustainable development of this region (Cavalcante, 1996; Alvarez
et al., 2013). Belonging to the subfamily Clusioideae and family Clusiaceae, bacuri is
the only species of the genus Platonia that occurs in areas that cover Maranhdo, Pard,
and Piaui states (Do Nascimento et al., 2007). It grows and develops easily both in
upland forests and open vegetation transition zones, either in open areas or low
vegetation (Cavalcante, 1996; Souza et al., 2013), within regions that present humid and
sub-humid climates, as in Maranh&o, in which they form dense agglomerates or
settlements, mostly in plateau areas (Menezes et al. 2010).

Bacuri tree is still under domestication process and its production is mainly
conducted in an extractive way (Menezes et al. 2012). This species is facing a risk of
genetic erosion due to the pressure of land use by agriculture and the lack of efficient
techniques for its propagation. The current propagation techniques for bacuri are quite
limited — e.g., sexual method, which leads to slow germination speed due to the low
viability and apical bud dormancy (Carvalho and Nascimento, 2018; Menezes et al.
2012). Moreover, issues concerning genetic self-incompatibility have been also
observed, a common event in Amazon flora species (Saraiva et al. 2013). Therefore, the
development of alternative methods to sexual propagation can be decisive for both
domestication and genetic breeding of bacuri.

In this context, tissue culture technique emerges as an excellent biotechnological
approach since it uses small sections with high multiplication capacity. This procedure
is able to boost the efficiency of seedlings production since in vitro plant cells can
regenerate and originate many new plants via “cellular totipotency” (Canhoto, 2009;
Kumar, 2011; Hussain et al.. 2012; Guerra, 2016). However, it is well-known that
heterogeneous genotypes do not respond homogeneously to the same stimuli; namely
genotype-specificity or genotype-dependent explants.

For this reason, knowledge on the genetic control of in vitro regeneration
related-traits is essential for a further selection of more responsive genotypes. For
instance, by estimating genetic parameters, it is possible to identify the action nature of
genes related to overall characters and assess the efficiency of different breeding
strategies to obtain genetic gains and/or desirable genetic bases within populations
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(Cruz and Carneiro, 2006; Oliveira et al.. 2015). Estimations of in vitro heritability, for
instance, have been used to determine in vitro genetically dependent characteristics and
viability of early selection of responsive progenies in increasing final production
(Bergmann and Stomp, 1994). For this, the optimal estimation/prediction REML/BLUP
(restricted maximum likelihood/best linear unbiased prediction) method has been
widely recommended.

Currently, there are no reports about in vitro propagation protocols or studies
concerning genetic variability of varied materials with desirable characteristics to
micropropagation methods for bacuri species. It is worth mentioning that an established
protocol would be extremely useful to overcome general issues, such as slow
germination speed and genetic self-incompatibility, which may provide in vitro
propagation of superior genetic materials on a large scale. Furthermore, it may provide a
theoretical foundation for the development of other techniques such as micrografting,
which may pave the way for the implementation of more sustainable production
systems in the Amazon.

Therefore, this study evaluated the genetic control of traits related to in vitro
establishment of P. insignis accessions from different regions of Maranhdo state/Brazil,

seeking to select responsive genotypes for further cloning programs.
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Results

Bacuri accessions present high variability for in vitro responses

Based on the decontamination protocol, no significant differences were observed
in the percentage of contamination. At 60 DAI, explants of all accessions showed in
vitro germination and/or callogenic responses.

Embryogenic callus (CAL) classified as friable, globular, and clustered were
frequently observed in both AC.1 and AC.10 accessions (Figure 3A and 3J,
respectively). There were also formations of mass of callus with undefined shape
(Figure 3E) in accessions AC.3, AC.2 and AC.4, thereby presenting a lower
embryogenic potential. Additionally, a proliferation of white spongy-like callus without
embryogenic potential was also observed (Figure 31) in all other evaluated explants.

The highest values of percentage of explants oxidation (OXI) were observed in
AC.1 and AC.3 explants (Figure 3C). However, all evaluated accessions showed a
certain occurrence of OXI, but with no relevance. Pinkish-colored defense structures
(PCDS) also occurred in bacuri explants, mainly in AC.7 (Figure 3E) and AC.6
accessions.

Radicle formation (ROOT) occurred majorly in AC.4 (Figure 3F) and AC.7
accessions. On the other hand, both AC.7 and AC.2 presented a higher incidence of
shoot growth and development (SHOOT) (Figure 3B and 3H, respectively).

Among parameters that contribute to the detection of genetic variability within a
population, it is important to assess the coefficient of relative variation (CVr). CVr is
obtained by the relationship between coefficients of genetic and experimental variation,
and it is not influenced by character average. Based on some evaluated characteristics, it
was observed a presence of genetic variability among bacuri genotypes. Regarding CAL
and OXI, CVr values were higher than the unity (1.09 and 1.24, respectively),
demonstrating the presence of a higher genetic variation of bacuri genotypes available
for in vitro cultivation. However, ROOT, SHOOT, and PCDS showed lower values of
relative coefficient (0.59, 0.41 and 0.31, respectively) (Table 3).

CAL, OXI, ROOT and SHOOQOT showed broad-sense heritability values higher
than 18% and significant accuracy by over 70%. Furthermore, CAL and OXI presented
accuracies considered as very high (above 90%) (Table 3). This result indicates higher
reliability for estimated values related to these traits and, therefore, certain accuracy by

selecting bacuri genotypes based on them.
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The heritability of individual plants in the sense-broad (h?g) was considered
moderate for CAL, ROOT, and SHOOT, while high for OXI (Table 3). Altogether, it
characterizes considerable genetic control of these characteristics and, thus, a high
heritability for future generations to be developed in genetic breeding programs.

Selective accuracy is an important parameter to be estimated, as it shows a
correlation between true and predicted genetic values. In other words, the higher value,
the more is the confidence of individuals’ evaluation. According to the classification of
heritability and accuracy in terms of magnitude and their associations, proposed by
Resende (1998), the values observed in the present study were of high magnitude for
CAL, OXI, ROOT, and SHOOT (above 70 %), which indicates that selection based on

such characteristics hold an advantage.

Selection of bacuri for in vitro establishment

The lowest value in the rank indicates a more suitable combination between
established characteristics; the highest, an unsuitable condition. Among selected
accessions, AC.2 (Bacabeira - Santa Luzia) and AC.7 (Bacabeira), AC.1 (Cod6 - Bom
Jesus) and AC.6 (Codo) and AC.8 (Morros) showed as promising genetic materials to in
vitro responses, standing over the first five positions based on the rank of averages.
Therefore, such accessions are indicated for selection procedures since they have
demonstrated suitable characteristics for cloning via tissue culture technique (Table 4).
Moreover, they can be indicated for both genetic breeding programs and future

improvement of tissue culture techniques, including micrografting.

Discussion

This was the first study to investigate the relationship between genetic
parameters and the selection of bacuri accessions for in vitro regeneration. Bacuri is a
plant under the domestication process, thus there is still a lack of studies and protocols
for its in vitro cultivation. In this context, tissue culture is an ideal technique to tackle
obstacles during fruit production, such as a longer juvenile period, sporophytic self-
incompatibility, and seed dormancy (Villachica, 1996).
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Tissue culture is an attractive alternative to the propagation of P. insignis on a
large scale; however, in vitro response efficiency is strongly associated not only with
growth conditions - such as growth regulators in the culture medium - but also with the
genetic material used as an explant (Jiménez, 2001), which depends highly on the
genotype.

A relevant aspect of in vitro culture is the explants oxidation, a common issue in
tissues of tropical trees (Grattapaglia and Machado, 1998). However, the younger the
tissue, the less susceptibility to oxidation (Paiva and Paiva, 2001). In this study, it was
observed a higher influence of oxidation during in vitro regeneration processes of
bacuri.

The results of this study suggest that genotypes with superior callogenic ability,
less oxidation susceptibility, and higher capacity for root and shoot formation, present a
higher probability of success in establishing in vitro regeneration protocols applied to
bacuri. Overall, the outcomes indicate that there is a genetic variability that can be
exploited by in vitro genetic breeding and cloning programs of this species. Therefore,
the mean of ranks index by Mulamba and Mock (1978) was applied to the values to rate
the genotypes in a favorable order of genetic breeding.

One of the most important genetic parameters in pre-breeding and plant breeding
studies is the coefficient of relative variation (CVr). The coefficient of genetic variation
makes it possible to infer genetic variability between different characters, provide a base
for superior genotypes selection, and enable genetic variability levels evaluation among
different genotypes, environments, and characters (Ferrdo et al., 2008).

The CVr can be used as an indicative index for genotype selection based on
evaluated characters. When the estimated ratio is equal to or higher than 1.0, there is a
favorable condition for the selection process - since it reflects in a higher proportion of
genotypic variability regarding the environment (Vencovsky and Barriga, 1992; Farias
Neto, 2003). In the present study, significant CVr was observed for two important
characteristics during in vitro regeneration process, as callogenesis and explant
oxidation. This indicates that selections based on such variables may be promising for
bacuri clones via tissue culture technique.

Heritability is the major genetic parameter used in plant breeding programs. Its
relevance lies in how many genetic effects are in the individual's phenotypes - since the

genotype values are what influence, in fact, the next generations (Falconer and Mackay,
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1996). The broad-sense heritability estimates were significant for CAL, OXI, ROOT
and SHOOT.

On the other hand, scarce are the traits related to in vitro regeneration that
present estimates of heritability and selection of responsive genotypes for cloning. In
this vein, seeking to select genotypes for cloning, Corréa et al., (2015) observed
significant values in broad-sense heritability for callogenesis and formation of
embryogenic lines (15 and 19%, respectively) in oil palm (Elaeis guineensis Jacq.).
Nugroho et al., (2014) observed higher estimates of sense-broad heritability for
percentages of callogenesis and embryogenic callus (49 and 77%, respectively) from
leaf explants in Elaeis guineensis. As claimed by the authors, such studies can be used
to select more responsive progenies.

Methods that estimate or predict genotypic values must provide the most
accurate and realistic inference as possible. In this sense, selective accuracy is a
parameter of immense importance (Henderson, 1984). For instance, the greater the
accuracy, the greater the correlation between predicted breeding values and phenotypic
values (Pimentel et al., 2014). In the present study, values observed in selective
accuracy were high for CAL, OXI, ROOT, and SHOOT. Overall, CAL and OXI
presented values higher than 90%, leading to higher confidence during evaluations, as
well as an accurate inference of genotypic values. Navroski et al., (2012) have used
selective accuracy to assess experimental precision of callogenesis in apical and
internodal stem segments of Satureja hortensis, in which a moderate accuracy (66%)
was demonstrated for rhizogenic callus; and high (85-93%) for friable ones. In Elaeis
guineensis, Corréa et al., (2015) observed high values (>90%) in selective accuracies for
embryogenic callus formation. According to these authors, high accuracies for in vitro
culture experiments are due to the high number of replications, low number of
contaminations, and reliability in estimated genetic values.

The mean of ranks index postulated by Mulamba and Mock (1978) classifies the
accessions for each characteristic by attributing lower absolute values to those with
superior performance. Subsequently, each characteristic value is summed, and the
average of ranks is obtained, thereby indicating the accession classification.

In the present study, accessions with superior callogenesis ability, low oxidation
susceptibility, and high capacity for root and shoot formation were classified as
favorable according to the order of genetic breeding. Thus, since they have ideal
characteristics for both cloning and the establishment of future micrografting protocols,
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the first five of the rank were selected. The success of tissue culture depends on the
studied genotype (Silva et al. 2012; Thawaro and Te-chato, 2009). Herein, the outcomes
demonstrated that the accessions AC.7, AC.2, AC.1, AC.6 and AC.8 are more efficient
for in vitro regeneration and related characteristics. The sampling of bacuri accessions
at different sites of collection provides high accuracy to select these accessions as
progenies due to the high genetic variability (Pena et al., 2019).

Results concerning the micropropagation of this species are still incipient.
Moreover, in vitro culture protocols are not available for seedlings production. Thus, it
is worth highlighting the relevance of similar studies for bacuri, both for the prospect of
somatic embryogenesis and organogenesis techniques, which can be adapted to the
propagative management of this species.

Bacuri is a tree with a high capacity root branch formation (Homma et al., 2018),
and new buds is able to emerge up to 1 km from the mother plant without genetic
variability. This is harmful to bacuri trees since it leads to genetic self-incompatibility,
commonly observed in other native species. An alternative to this event is the
establishment of cultures originating from different grafted clones. Therefore, studies
concerning genetic variability involving novel propagation techniques for this species
can provide a theoretical foundation for the development of more advanced propagation
methods, such as in vitro micrografting. This would make it possible to select materials
responsive to the most desirable characteristics and contribute to a more sustainable
agricultural production system and biodiversity valuing in the Amazon region.

Knowledge on the genetic control of traits related to in vitro regeneration will be
important for further selections of more responsive genotypes, essential to either obtain
gains into the establishment of a clonal mini-garden or to select matrices that may be
used in tissue culture techniques, including micrografting; mainly for species that

present self-incompatibility such as Platonia insignis.

Materials and methods

Collection of plant material

Immature fruits (Figure 1C) were collected from ten matrices (accessions) of
bacuri tree (Figure 1 B) obtained over ten different locations of Maranhdo state (Table

1, Figure 1A). They were subsequently moved to the Tissue Culture Laboratory of the
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Universidade Estadual do Maranhdo (LCT-UEMA) Séo Luis - MA. At the laboratory,
they were submitted to the pre-washing procedure under running water and neutral

detergent.

Disinfestation and in vitro establishment of Platonia insignis explants

In a laminar flow chamber, immature fruits were immersed in 70% alcohol (v/v)
for five min and subsequently soaked in commercial sodium hypochlorite solution
(Jesus Ltda®) (with 2% active chlorine), containing 1 drop of Tween® (Isofar Ltda®,
Duque de Caxias - RJ) by 100 mL of solution, in which fruits remaining for 20 min.
Afterward, they were rinsed three times for 2 min each with autoclaved distilled water.
Both peel and pulp of the fruits were removed with a knife, being then submitted to seed
disinfestation by immersion in 70% alcohol for 1 min, followed by sodium hypochlorite
(with 2% active chlorine) containing 1 drop of Tween® in each 100 mL of solution,
during 2 min. Finally, they were rinsed three times with autoclaved distilled water for
two min each.

The seeds were excised until cortical meristem obtention (Figure 2A), which
were inoculated in 350 mL flasks containing 30 mL MS medium (Murashige and
Skoog, 1962) (PhytoTech Lab® Kansas - USA), supplemented with 30 g L™ of sucrose
(Isofar® Ltda, Duque de Caxias - RJ), 100 mg L of myo-inositol (Sigma-Aldrich®,
St.Louis, Missouri - USA), 2.0 g L? of Phytagel® (Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri
- USA) and 3.0 g L activated charcoal (Sigma-Aldrich®, St.Louis, Missouri - USA).
The pH of the medium was set up to 5.8+0.1 before autoclaving at 121°C and 108 kPa

for 15 minutes.

Characterization of in vitro responses and estimates of genetic parameters

The explants were kept in growth room conditions, under dark, for 60 d, at a
temperature of 24+2°C. The in vitro genotypes responsiveness was evaluated at 60 days
after inoculation (DAI(by assessing the percentage of explant oxidation (OXI) (Figure
2B), pinkish-colored defense structures (PCDS) (Figure 2C), callogenesis (CAL)
(Figure 2D), radicle (ROQOT) (Figure 2E) and shoot forming (SHOOT) (Figure 2F).

Callus was classified according to its callogenic potential, such as: globular-friable, with
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higher embryogenic potential; undefined structure [cell mass], with lower embryogenic
potential; and white spongy-like callus, absent of embryogenic potential. The
occurrence of a pinkish color, like anthocyanins, was considered as a defense structure.
The percentage of explant oxidation was expressed as 0, for non-oxidized explants;
25%, for explants oxidized by up to 1/4; 50%, for explants oxidized by up to ¥2; 75%,
for explants oxidized by up to %; and 100%, for fully oxidized explants.

Estimates of genetic parameters were accomplished by the REML procedure
(Restricted Maximum Likelihood) / BLUP (Best Unbiased Linear Prediction) mixed
model and deviation analysis (Anadev) (Resende et al. 2014), as follows:

y=Xu+Zg+e,

where: y is the observed vector, b is the fixed-effects vector (overall mean), g is
the random-effect vector of the total genotypic effects.

To classify the magnitudes of heritability and selective accuracy, parameters

postulated by Resende 1998 were then used (Table 2).

Selection index

The predicted genotypic values were used to calculate the selection index, which
is based on the sum of ranks to classify the relationship between genotypes and
characters (Mulamba and Mock, 1978). Based on this classification, values of each
character were summed, thus resulting in a general value considered as a selection index
(Cruz et al., 2004).

Statistical analysis

The statistical analysis was accomplished by the SELEGEN-Reml/Blup
(Statistical System and Computerized Genetic Selection by Mixed Linear Models)
software v. 2016, model number 83 (Resende, 2016).

Conclusion

We have shown that there is an available genetic variability among bacuri
accessions from different locations of the State of Maranh&o, Brazil, for in vitro



102

establishment. Based on the demonstration that callogenesis, percentage of oxidation,
root formation, and shoot formation are important characteristics for in vitro selection of
P. insignis. As it presents a high genetic control, our data suggest that the selection of
AC.7 (Bacabeira), AC.2 (Bacabeira Santa Luzia), AC.1 (Codd), AC.6 (Cod6 - Bom
Jesus) and AC.8 (Morros) present a higher probability of success for in vitro
regeneration protocols for P. insignis, thereby providing the basis for future studies

concerning the micropropagation of this species.
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Tabela 1 Identification of Platonia insignis Mart. accessions selected over ten locations
of the State of Maranh&o, Brazil, and their respective geographic coordinates.

Geographic coordinates

Locations Accessions ID
Latitude Longitude

Codo (Bom Jesus) 4°27'18" S 43°52'44" O AC.1
Bacabeira (Santa Luzia) 2°58'14" S 44°18'32" O AC.2
Sao Luis - Angelin 2°31'51"S 44°18'24" O AC.3
Viana 3°12'26" S 44°59'57" O AC.4
Fazenda Escola 2°31'51"S 44°18'24" O AC.5
Codo 4°27'18" S 43°52'44" O AC.6
Bacabeira 2°58'14" S 44°18'32" O AC.7
Morros 9°27'1"S 46° 17'53" O AC.8
Itapecuru 3°23'42" S 44°21'36" O AC.9
Santa Barbara 2°31'51"S 44°18'24" O AC.10
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Tabela 2 Classification of heritability magnitudes and selective accuracy to estimate in
vitro genetic parameters of Platonia insignis.

Classification of o
) Classification of
magnitudes of

Selective accuracy o magnitudes of accuracy
individual o )
S for individual selection
heritability
0.51 Low Low
0.01 < hZ
0.55 0.10 <rada <0.40
< 0.150
0.58
0.61 Mean or Mean or
0.66 Moderate Moderate
0.15 < h?
0.71 0.40 <rada <0.70
< 0.50
0.76 High High

0.80 t0 0.95 h2 < 0.50 rad > 0.70
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Tabela 3 Estimates of genetic parameters based on the analysis of 10 accessions of P.
insignis in vitro, at 60 DAL, for callogenesis (CAL), oxidation percentage (OXI), radicle
emission (ROOT), shoot emission (SHOOT), and formation of pinkish-colored defense
structures (PCDS).

Parameter PCDS
S CAL OXI ROOT SHOOT

Vg 0.0713 993.24 0.0673 0.0275 0.013

Ve 0.1053 822.68 0.1988 0.1615 0.1485

\i 0.1766 1815.93 0.2662 0.1890 0.1624
CVr 1.09 1.24 0.59 041 0.31

hg 0.4037 0.5469 0.2530 0.1890 0.0856
Accuracy 0.90 0.92 0.84 0.79 0.70

M 0.7634 39.49 0.5515 0.2453 0.1946

Vg: genotypic variance between individuals; Ve: residual variance; Vf: individual
phenotypic variance; CVr: coefficient of relative variation; h?;: broad-sense heritability

of individual plants; M: overall average of the experiment.



Tabela 4 Classification based on sum of ranks for ten genotypes of P. insignis for
callogenesis (CAL), percentage of oxidation (OXI), radicle emission (ROOT), shoot
emission (SHOOT), and formation of pinkish-colored defense structures (PCDS) at 60

DAI in vitro.
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_ Average
Rank Genotype Location CAL OXlI RAIZ SHOOT PCDS Rank
an
1° AC.7 Bacabeira 3 7 2 1 1 2.8
Bacabeira
2° AC.2 _ 6 3 2 3 4.2
(Santa Luzia)
Codo
3° AC.1 1 7 4 5 4.6
(Bom Jesus)
4° AC.6 Codd 5 8 5 3 2 4.6
5° AC.8 Morros 2 5 8 5 4 4.8
6° AC.4 Viana 10 4 1 6 5.8
Santa
7° AC.10 ) 1 9 6 8 6 6.0
Barbara
8° AC.9 Itapecuru 4 10 4 7 7 6.4
Fazenda
9° AC.5 8 3 9 9 9 7.6
Escola
Sao Luis
10° AC.3 2 10 10 10 8.2

(Angelin)
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Figure 2 Morphological aspects of in vitro establishment of callus from immature zygotic
embryos of Platonia insignis Mart. (A) Early-stage zygotic embryo - 0 DAI coated with
cortical meristem, at the time of inoculation in MS medium absent of growth regulators.
(B) Oxidation (OXI - arrow) in the zygotic embryo at 60 days after induction (DAI). (C)
formation of pinkish- colored defense structures (PCDS) in the shoot initiation region
(arrowheads). (D) Callogenesis responses with the formation of globular-like
embryogenic callus (CAL) (arrowheads) at 60 DAI (E) Radicle formation at 60 DAI (Rd).
(F) Shoot formation at 60 DAI (Ap) Abbreviations: Oxi — the percentage of oxidation; Df
— pinkish-colored defense structures; Cal — callogenesis; Rd - radicle emission; Ap —shoot

emission. Bars: 3.5 cm

Figure 2 Morphological aspects of zygotic embryos (ZE) from 10 accessions of Platonia
insignis Mart. at 60 days after induction (DAI). ZE from acession AC.1 showing intense

callogenesis, containing friable globular callus in the opposite region to the radicle
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emission (A). ZE from acession AC.2 displaying shoot formation and white spongy-like
callus absent of embryogenic potential (B). ZE from acession AC.3 presenting intense
oxidation and a little formation of white spongy-like callus (C). ZE from acession B.C. 4
showing intense radicle emission and formation of a white spongy-like callus in opposite
to the root axis (D). ZE from acession AC.5 demonstrating a suitable friable globular
callus formation and undefined callus mass shape with less embryogenic potential,
additionally to the formation of pinkish colored defense structure and radicle formation
(E). ZE from acession AC.6 displaying root formation, and white spongy-like callus and
undefined callus mass shape (F). ZE from acession AC.7 presenting pinkish-colored
defense structures in the shoot-forming region, and undefined callus mass shape (G). ZE
from acession AC.8 showing oxidized regions, besides callus and shoot formation (H).
ZE from acession B.C. 9 displaying intense callogenesis (I). ZE from acession AC.10
presenting intense callogenesis and root initiation (H) Bar: 3.5 cm.
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Consideracoes finais

Os resultados desta pesquisa permitiram a obtencdo de um protocolo eficiente de
estabelecimento e inducédo de calos de Platonia insignis a partir de explantes oriundos de
frutos imaturos, com bons resultados quanto a calogénese, que servirdo de subsidio para
a micropropagacao da espécie. Além disso os testes de multiplicacdo e identificacdo de
linhagens embriogénicas nos permitiram a classificacdo de uma progénie embriogénica,
denominada de “linhagem 17, que poderd ser continuamente utilizada em pesquisas

futuras com intuito de finalizar o protocolo da embriogénese somatica (Figura 1).

Identificamos ainda acessos de diferentes localidades do estado do Maranh&o com
bons parametros genéticos relacionados as caracteristicas do cultivo in vitro, e que podem
apresentar maior probabilidade de sucesso no estabelecimento de protocolos de

regeneracdo de P. insignis.

Mais estudos que envolvam processos da embriogénese somatica, bem como
ajustes de metodologias do cultivo in vitro, testes com combinacdes de reguladores de
crescimento, e investigacOes acerca dos calos embriogénicos serdo de suma importancia
na evolucao das pesquisas para a micropropagacéo desta espécie (Figura 1). Dessa forma,
destaca-se a relevancia das informacdes geradas nesse estudo para o desenvolvimento da
embriogénese somatica no bacurizeiro, o que no futuro sera fundamental para otimizar o

manejo propagativo da espécie.

o=

(KQ > [‘“&,‘ g

X e > ’-_:', 'J » v

Fruto BA [2.5 nM] 2,4-D [0,8 uM]
imaturo MS 13 +

Matriz

24-D[0,1 pM]  PUT [50 pM]

Figura 1. Resultados alcangados com a espécie Platonia insignis Mart. a partir da cultura

de tecidos de explantes oriundos de frutos imaturos.
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Anexo 1. Normas de formatacéo da Revista Arvore

O manuscrito deve ser preparado de acordo com as especificacdes da Tabela 1.

Tabela 1 — Regras para formatagédo de artigos

Formatacdo do artigo

Tamanho do arquivo

Espacamento entre linhas

Recuo de paragrafo

Tamanho da pagina

Margem

Fonte

Numeracao de linha

NUumero méaximo de péginas,

tabelas e figuras

NUmero maximo de tabelas e figuras

Numero de palavras-chave

Tamanho do resumo

Titulo do artigo

Principais topicos do manuscrito

Microsoft Word DOC, DOCX

Ate 10MB

1,5

1,25cm

A4 (210 X 297 mm)

2,5¢cm

Times New Roman, 12

Todas as linhas numeradas

5

280 palavras

O titulo deve ser em letras maiusculas, fonte
em negrito, exceto em casos que possuam

regras apropriadas, como nomes boténicos.

Os tdpicos principais devem estar em letras

mailsculas, em negrito e numerados
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sequencialmente e devem incluir 1.
INTRODUCAO, 2. MATERIAL E

METODOS: 3. RESULTADOS: 4.
DISCUSSAOQ: 5. CONCLUSOES. 6.
AGRADECIMENTOS E 7.

REFERENCIAS

Primeira letra maidscula seguida de outras

minusculas, exceto aquelas que possuem

] regras gramaticais apropriadas. Os
Subtitulos )

subtitulos  devem ser  numerados

sequencialmente (por exemplo, 2.1 Area de

estudo).

O manuscrito deve ter a seguinte estrutura:

Titulo, Autores, Resumo, Palavras-chave, Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussdo, Conclusdo, Agradecimentos (opcional) e Referéncias.

TITULO

Deve ser curto, conciso e informativo (maximo de 20 palavras). Evite siglas e métodos a
menos que facam parte da originalidade da pesquisa.

AUTORES E AFILIACOES

Os nomes dos autores ndo devem fazer parte do manuscrito apresentado. No processo de
submissdo, ha um local apropriado para inserir os nomes dos autores. Use nome
completo, afiliagbes, e-mail e 0 ORCID.

RESUMO
O resumo deve ser estruturado da seguinte forma:

Contexto: O resumo deve iniciar com um Contexto, apresentando 0s argumentos
gue embasaram a pesquisa.

Originalidade/contribuicdo/lacuna/inovacdo: 0s autores devem indicar a
Inovagdo, contribuicdo ou qual lacuna o manuscrito preenche na Forest Science.
Obijetivo: deve indicar claramente 0 que o autor pretendia realizar.

Metodologia: este topico deve incluir uma breve descricdo do material e métodos
do estudo.
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e Resultados: deve ter uma descricdo sistematica dos resultados, destacando 0s
principais dados para os leitores.

e Conclusdo: as conclusbes devem estar vinculadas ao objetivo, fornecendo
respostas, explicagdes, principais achados do estudo com base nos resultados e
discussdo. As conclusfes também podem resumir as implicagcfes potenciais.

Referéncias e abreviaturas ndo sdo aceitas neste topico.
PALAVRAS -CHAVE

ApOls o resumo, indicar trés palavras-chave, separadas por ponto e virgula. Ndo use
palavras no plural, “ou”, “e¢”, abreviaturas e siglas. Palavras do titulo ndo s&o
aceitas. Apenas a primeira letra de cada palavra-chave deve ser maidscula.

INTRODUCAO

A introducdo deve indicar claramente a importancia do problema e apontar as lacunas de
conhecimento com base no proprio conhecimento e referéncias. A originalidade da
pesquisa e sua aplicacdo devem ser apresentadas de forma concisa. A descricdo da
introducéo deve justificar cada objetivo da pesquisa.

O leitor deve imaginar quais sao os objetivos da pesquisa ao ler a introdugcdo. A motivacéo
do estudo é particularmente importante para incentivar os leitores a continuar ou para
ajudar os editores e revisores a definir se o artigo deve ou ndo ser publicado. Isso diz
respeito principalmente a estudos que, a principio, deveriam ser considerados como
repeticbes de outros estudos. A introducdo deve conter referéncias relacionadas ao
assunto que sustentem a originalidade ou aplicagdo do estudo. Argumentos como “falta

de estudos”, “referéncias escassas” e citacao de livros devem Ser evitados nesta se¢do. Os
objetivos da pesquisa devem ser incluidos no final da introducéo.

MATERIAIS E METODOS

Esta secdo deve suportar as informacGes necessarias para replicar o trabalho
experimental. Para trabalho de campo, a area de estudo deve ser descrita detalhadamente,
com coordenadas geograficas e mapas, se necessario. Os modelos de qualquer analise
estatistica devem ser claramente explicados. As principais recomendacdes sao:

e O material e 0s métodos devem ser descritos na mesma ordem dos objetivos.

« Citar Os métodos publicados devem ser citados e apenas as alteracdes relevantes
devem ser descritas.

o Caracterize, objetivamente, humanos, plantas, animais, organismos, maquinas,
variaveis fisicas, instrumentos de medida, etc.

RESULTADOS

Os resultados devem ser claros e concisos, delineando os principais achados. Os
resultados a serem incluidos sdo apenas aqueles necessarios para apoiar a discusséo e as
conclustes. Nesta se¢do, a discussao ndo deve ser apresentada. Os resultados devem ser
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descritos na mesma ordem da secdo Material e Métodos. Os resultados detalhados podem
ser apresentados como tabelas ou figuras e ndo devem ser repetidos no texto.

DISCUSSAO

Nesta secédo, o autor deve discutir o significado dos resultados da pesquisa e nao repeti-
los. A discussdo deve ser confrontada com a literatura relevante e descrita na mesma
ordem de apresentacao dos resultados.

A discussé@o geralmente deve conter os principais achados, indicando seus significados e
implicacBes para a ciéncia e as praticas inovadoras. As relagdes com o conhecimento
atual bem como as limitagGes ou constrangimentos também devem ser mencionadas. N&o
séo aceitas citagOes de Tabelas e Figuras na discussdo do manuscrito.

CONCLUSOES

As conclusdes devem ser concisas, destacando os principais achados do estudo de acordo
com o0s objetivos A conclusdo é considerada uma das partes mais importantes do
manuscrito. As principais recomendagdes para tirar as conclusoes séo:

o Explique as possiveis implicacGes e consequéncias do estudo.
« Evite abreviaturas, siglas e referéncias.

e Mostre a contribuicdo original ou a inovagdo da pesquisa.

e Responda aos objetivos do estudo.

AGRADECIMENTOS (OPCIONAL)

Os agradecimentos devem ser concisos e limitados a agéncias de fomento ou a outros
meios de apoio a pesquisa e, devem ser incluidos apenas no procedimento de submisséo.

REFERENCIAS

A lista de referéncias deve ser incluida de acordo com o estilo adotado pela Revista
Arvore, conforme ja descrito
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Anexo 2. Comprovante de submissdo da Revista Arvore

Submissdes

Fila 1 Arquivos | 1
il q B Ajude

Minhas Submissdes Designadas Q  Busca T Filtros  Nova Submissio

=312 parinhe et al, g
A g g ey o e 2 e - R o o BfE » Aualiagin Visualizar
TN VITRO CALLOGENESIS: DETERMINATION OF THE MORPHOGENIC POTENTIAL OF IM..

Anexo 3. Normas de formatacao da Revista Australian Journal of Crop Science
Preparacdo do Manuscrito e Estilo: Artigos de pesquisa completos

Preparacédo do Manuscrito e Estilo

1) O idioma do diario é o inglés. Ortografia e terminologia em inglés britanico ou inglés
americano podem ser usadas no artigo. Forneca seu manuscrito em espacamento duplo
(ou 1,5), fonte Times e New Roman (tamanho 12), alinhamento esquerdo, formato Word.
Os colaboradores que nédo séo falantes nativos de inglés sdo fortemente encorajados a
garantir que um colega fluente no idioma inglés, se nenhum dos autores for assim, revise
seu manuscrito. A revista tem uma opcdo para facilitar a corregdo de idiomas dos
manuscritos, se 0s autores ndo tiverem certeza sobre a correcdo da gramatica e ortografia

dos manuscritos.

2) Estilo dos trabalhos: Os trabalhos de pesquisa originais geralmente ndo devem exceder
12 paginas de texto impresso, excluindo referéncias, tabelas e legendas de figuras (uma
pagina de texto impresso = aproximadamente 600 palavras). Um manuscrito para um
trabalho de pesquisa deve ser montado na seguinte ordem: Titulo, Autor (es), Afiliacdo
(Bes) (se o autor sénior ndo for o autor correspondente, isso é indicado) Palavras-chave,
Abreviagdes, Resumo, Introducdo, Resultados, Discusséo (resultados e discussdo podem
ser combinados), Materiais e métodos, Conclusdo, Agradecimentos, Referéncias. Tabelas
e figuras (JPEG / 75 DPI ou mais) devem ser colocadas no final do manuscrito, apos a

secdo de referéncia, e numeradas consecutivamente (por exemplo, para figuras, Fig 1.,
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Fig 2 ...... e para tabelas 1., Tabela 2. etc.). Coloque tabelas e figuras no final do

manuscrito consecutivamente.

Resumo: forneca um resumo breve entre 150 e 250 palavras. O resumo ndo deve conter
abreviages indefinidas ou referéncias ndo especificadas. Geralmente, o resumo resume

o trabalho relatado e ndo contém informagdes basicas ou declaracdes especulativas.

Introducéo: Esta secdo deve discutir o caso do seu estudo, descrevendo apenas 0S
antecedentes essenciais, mas ndo deve incluir os resultados nem as conclusdes. N&o deve
ser uma revisdo da area de assunto, mas deve terminar com uma declaracdo clara da
questdo que esta sendo abordada. Forneca um contexto para o relatério com relagdo ao

trabalho anterior realizado em campo. A literatura deve ser citada.

Resultados: isso deve destacar os resultados e a significancia dos resultados e coloca-los
no contexto de outro trabalho. O paragrafo final deve fornecer um resumo das principais

conclusoes.

Discussdo: E necessaria uma se¢do de discussdo abrangente para justificar os resultados.
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anteriores deve ser apresentada na Discussao.
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pessoa competente repita o trabalho. Tabelas, graficos e figuras As tabelas, graficos e
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na lista de referéncias, deve ser identificada por letra mindscula. Todos os exemplos
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123

Referéncias:

A) Artigo de periddico: Smith J, Jones MJ, Houghton LD (1999) Future of health
insurance. N Engl J Med. 965: 325-329.

B) Edicdo da revista com o editor da edicdo: Smith J (ed) (1998) Rodent genes. Mod
Genomics J. 14 (6): 126-233.

C) Capitulo do livro: Brown B, Aaron M (2001) A politica da natureza. In: Smith J (ed)
O surgimento da gendémica moderna, 32 edn. Wiley, Nova lorque.

D) Trabalho apresentado em uma conferéncia: Chung ST, Morris RL (1978) Isolamento
e caracterizagdo do acido desoxirribonucleico plasmideo de Streptomyces fradiae.
Trabalho apresentado no 111 Simposio Internacional sobre Genética de Microrganismos

Industriais, Universidade de Wisconsin, Madison, de 4 a 9 de junho de 1978.

E) Procedimentos como livro (em uma série e subsérie): Zowghi D et al (1996) Uma
estrutura para raciocinar sobre requisitos em evolucdo. In: Foo N, Goebel R (eds)
PRICAI'96: topicos em inteligéncia artificial. 42 Conferéncia da Orla do Pacifico sobre

inteligéncia artificial, Cairns, agosto de 1996.

F) Notas de aula em ciéncia da computacéo (notas de aula em inteligéncia artificial), vol
1114. Springer, Berlin Heidelberg New York, p 157. 6. Processo com um editor (sem
editor): Aaron M (1999) O futuro da gendmica. In: Williams H (ed) Proceedings dos

pesquisadores genémicos, Boston, 1999.

Encargos de publicacdo: existe uma taxa de 530 AUD (dodlares australianos) por
artigo para publicacdo on-line. A partir de 1° de julho de 2018, um GST de 10% sera
aplicado. Uma pequena taxa de transagdo bancéaria pode ser cobrada dos autores /
pagamentos de outros paises. A publicacdo dos manuscritos ndo se restringird a
capacidade dos autores de fazer a taxa de publicacdo. Os manuscritos de autores
australianos podem ser publicados gratuitamente, se o projeto tiver sido realizado ou
financiado por universidades / institutos australianos. Para solicitar a copia impressa do
periddico e as reimpressdes ou fazer perguntas sobre a taxa de publicagdo, entre em

contato com o editor-gerente da revista: tony.elders@gmail.com



124

Anexo 5. Comprovante de publicacdo do artigo na Revista Australian Journal of

Crop Science

Australian Journal of

AJCE 15{06)-219-825 (2032
doi: 10.22475/ajcs. 221 16.06 3575

Tatila Ragens ded Santos Marinho!’, Thais Roseli Corra'?, Marina da Silva Vieirs', Iriglens Souza
Albuquergue’, Givago Lopes Alves', Marcos Vinicius Marques Pinheiro®, Fabricio de Dliveira Reis', Fabio
Afonso Marre Mours de Assis Figusiredo®, bosé Ribamar Gusmda Araijo’, Tisgo Massi Ferraz?

‘Wm?mhmu:humhﬂdmmwshuﬁ“hmﬁ
ORCID TREM: D000-0002-3838-1393*
‘Graduate Program im Agriculture and Ervironment, State Unbeersity of Maranh 3o, 65055-210 530 Lk, ma, Brazil

*Comespanding author:tacilarayene@hotmail. com
Abstrack

&g a Branian Amazon fruil, Bacun e (Phdonis msiges Ma ] b Seon pointed oul & an imgertant species to th Do snabe
and ol i of i A mgion. H , snfe i & not yel domesticated, Technigues regarding 0s
DrOpagation are still incipient. This shidy aissed (o evaluate the gometic coerol of brans nelated Lo o Woro Estabdshment of Plotonia
insiged accisions froen differest ragions of the Maranhlo state, Brasl. wmatwre fruits were oolleciod owier diferent sites for
s TS obtentioey. Thet [/ WOAD FoEpORGheNEEE OF the gnotypas was evaluated By atmasing tha percentage of explant csidation
§OKN), pnkish-oofored didems sngtwes (PCDS), calogencsis (CAL), radick |ROOT) and shoot foomisg [SHOOTL Callus was
clasciied atcording 1o 5 Calogenic potental, narely 35 gobula-in, with Mghesr smbreoganic potantial, ussefined sirulbaa
ol marul, with lowaer embryogenic potental; and white cpongy-Hhe callus, abeent of esnberyogienss potential. The estimates of
% Wara At il wia BEMAL Rastriched) M awimam Lieihood|/BLUP (Sest Uniaced Liaar Pradation] mised
.-rmn Tumm: shiwe! high genet varahiity within Thi stefsd popuation. AdStonaly, accsions AC 7, ACD, AC1, ACE,
and ACE showd ab mowe efficiol by Contisering Characteritics ralated oo thie 4t WA Faganaiation, Meredy (rosenting a soperion
cal lngaiis abfity; ower saceprid ity 1o cuidation; and Meghed capecity for ro0f e S0l formation. This was D Tist study 1o
IsIgate the relaliealeg Jmong pNEGE parawebers and seleming scoEsions of P agns for & Wing egisaration, i
provaling support for shafing relted 1o micregropagation and dormest et of s speces

Wapwards: (alog ot si; Ol usiacnan; SOMatic pmOryOgenasic; genetic Swert iy micropropagation.

Abbiwiations: AC_accession; BLLWP_Batt Uinbiatid Lingas Pradiction; CAL caflogengss; OV coetficient of ralalive vanathin,

i days adtar ocaiation:h® h.rmunu harttabiliy of indhdceal plants el kiopaseat L CF UEMA_Thsig Culiune Laboratary of
the Univevsidacde Extadual dn Maranhdio M _overall aivago of tho poariment; M5 Murchige ¢ Soog0_porcntage of
cokdation; PODS_ pinkish-colored diferce sirucha'es; REML Restricted Madimom Likelihood 00T radick; SENEGEN Statstical
Systen aned Computerined Canathe Seloction by Mised Unasr Modedsl SHOOT shoot formisg Ve residal warlance; W individual
phanabypks warance; VE_ginotyped vanance bobwsen sdbsduab (v/v)_ wokama by voluimie

[T e
Ao a3 Pruit broe sathee o the Brazikam eastern Smaece, Bacuri oovsdhiicied i e exiractive weay [Momssaes ot al., 2017) Tres
iPiowe msiges Mat] slands oot due 1o R sodo- spocie: is Tacng 2 ridk of genatic enod on dus o the peotsen
SUOROMIC Importance nd high abilty 10 conribie [o e of land use by agriciture and the Eck of effcien
and seatseahle dewdopmant of this regon techesgues for s propagation. The cumrent propagation
{Caalcants, 1996; Alaraz at al, BH3I) Belonging to o Eiachindiguias Tor Baaiirh som ol b levited - . sonuad mirthod,
sdfamily Clusicadasl and Smily Ousiaceas, oo i o which laas: 10 show pETMisalon Pond des 00 Tha o
orly Lpedes of e gonus Fisionia that ocours in anges that wiabfity and apical bud dormaecy [lanalo  and
cover Maranhdao, Pard, and Faul saes (Do Nadmano of Hascimanta, 2015 Meneses e al, J01Y]. Moreover, Koas
al, BO7) & grows and deviiogs eaiily both in uplasd comcerning genetic selldscompacinilty hawve beon &so
forgsis and open wegetalon ransiton Dones, &t o opsn obsereied, 3 comimon avent b Amasce Bors spacies [Saraiva
areas of e wegetation (Caaicants, 095, Sowra &t al, gt al, 3003} Theelere, the develogment of aBemative
M¥L3), within regions that geesent humid and sl husnnd mathodk {0 sonusd progagation can B dickia for Both
chmates, & in Mnnnhi:\. in which Dy Torm dosgs domastication and ganetic breedng of bacorl In ohes
aggt raips o mntly i plateau areas coipt, Tioped CULune TRChniyed @menges @ a0 excoilend
heneres oi al, JMOL Batur oee B S8 under bictechnological approach seod it utet smafl sedllons with
doevastiiation process cand s productios B manly high medtiphication capacty. This procedure & able o boos

B19




