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RESUMO

Pouteria torta (Mart) Radlk é uma frutifera do Cerrado, bioma ameagado de
extincdo, com grande valor medicinal. Suas sementes sdo recalcitrantes, nao
podendo ser armazenadas, além disso, estudos para entender sua propagacao in
vitro e ex vitro sdo escassos. Com base no exposto, objetivou-se realizar a
caracterizacdo de suas sementes, assim como estabelecer um protocolo para a
micropropagacdo da espécie. Para a caracterizacdo das sementes, foram
avaliados o teor de &gua, o peso de mil sementes, as caracteristicas morfologicas
e quimicas, assim como a determinacdo da curva de embebigdo destas sementes.
Para o estabelecimento in vitro a partir de sementes, o efeito da presenca e
auséncia de luz foi avaliado, assim como o indice de velocidade de germinagéo
(IVG). Na multiplicagcdo in vitro, foi avaliado o efeito da adicdo da 6-
benzilaminopurina (BAP), benziladenina (BA), thiadizuron (TDZ) (0; 0,25; 1; 4
e 16 uM) e, também, o uso de zeatina (0; 2,3; 4,6; 9,2; 18,4 e 36,8 uM) ¢
floroglucinol (0, 80, 396 e 792 uM), separadamente, adicionados ao meio de
cultura WPM. Para a rizogénese in vitro, foi verificado o efeito do &cido
naftaloacético (ANA) e do 4cido indolbutirico (AIB) (0, 1, 5 e 10 uM) e, para o
enraizamento ex vitro, foi utilizado AIB (500, 1000 e 1500 uM). Os explantes,
enraizados in vitro e ex vitro foram aclimatizados em tubetes contento
Trosptrato®. Os resultados demonstraram que as sementes apresentam 38,4% de
teor de 4gua, demosntrando comportamento recalcitrate. Determinou-se que mil
sementes pesam 2,4kg, aproximadamente, apresentando amido como principal
fonte de reserva. A area das sementes é de 2,5 cm?, com diamentro de 2,5 x 1,3
cm, aproximadamente. Durante a curva de embebigéo, a germinagéo iniciou-se,
em torno do 22° dia, sem apresentar dorméncia fisica das sementes. A
germinacgdo in vitro iniciou no 9° dia. Os embrides apresentaram germinacgéo
independente da presenca de luz, entretanto, evidenciou-se que a luz propicia um
maior IVG. O uso de BAP, BA e TDZ induziu a formacao de calo na base dos
explantes, principalmente, na concentragdo de 1pM. Todos 0S compostos
utilizados na multiplicagdo in vitro induziram a formagdo, em média, de uma
brotacdo por explante. Nao houve formacéo de raiz em explantes enraizados ex
vitro, com consequente morte dos explantes. O uso de 5 €10 uM de AIB
promoveu um maior enraizamento in vitro, e o AIB destacou-se para formagao
de um maior nimero de raiz por explante. Houve 90% de sucesso na
aclimatizacdo destes explantes.

Palavras-chave: Cerrado. Cultivo in vitro. Planta medicinal. Guapeva.



ABSTRACT

Pouteria torta (Mart) Radlk is a fruit plant of great medicinal value from the
Cerrado biome. Its seeds are recalcitrant and cannot be stored. There are little
studies regarding its in vitro and ex vitro propagation. Based on this, we aimed at
characterizing their seeds and establish a protocol for the micropropagation of
the species. To characterize the seeds, we evaluated water content, weight of one
thousand seeds, morphological and chemical characteristics, and determined the
imbibition curve. For the in vitro establishment, we evaluated the effect of the
presence and absence of light and the germination speed index (GSI). For in
vitro multiplication, we evaluated the effect of adding 6-benzylaminopurine
(BAP), benzyladenine (BA) and thidiazuron (TDZ) (0, 0.25, 1, 4 and 16 puM).
We also evaluated, separately, the use of zeatin (0, 2.3, 4.6, 9.2, 18.4 and 36.8
KMM) and phloroglucinol (0, 80, 396 and 792 puM), added to the WPM culture
medium. For in vitro root formation, we verified the effect of naphtaleneacetic
acid (NAA) and indolbutyric acid (IBA) (0, 1, 5 and 10 uM). For ex vitro
rooting, we used IBA (500, 100 and 1500 uM). The explants, rooted in vitro and
ex vitro, were acclimatized in tubes containing Trosptrato®. The results showed
that the seeds presented 38.4% water content, showing recalcitrant behavior. We
determined that one thousand seeds weighed, approximately, 2.4 Kg presenting
starch as main source of reserve. Seed area was of 2.5 cm™, with, approximately,
2.5 x 1.3 cm diameter. Germination began around day 22, with no physical
dormancy of the seeds. In vitro germination began at day 9. Embryo germination
did not depend on the presence of light. However, we verified that light
promotes higher GSI. The use of BAP, BA and TDZ induced callus formation
of, approximately, one shoot per explant. There was no root formation in
explants rooted ex vitro, with consequent death of the explants. The use of 5 and
10 uM IBA promoted higher in vitro rooting, and IBA was prominent in the
formation of a higher number of roots per explant. The acclimatization of the
explants was 90% successful.

Keywords: Cerrado. In vitro culture. Medicinal plant. Guapeva.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro apresenta flora bastante diversa e é classificado
como a Savana com a maior rigqueza de flora do mundo, apresentando mais de
7.000 espécies, além de possuir um alto grau de endemismo. Apesar da taxa de
desmatamento do Cerrado ser superior a da Amazoénia, apenas 2,2 % da sua area
é protegida legalmente e estima-se que cerca de 20% das espécies ameacgadas ou
endémicas ndo estdo presentes nas suas reservas (KLINK; MACHADO, 2005;
MOURA et al., 2013).

De acordo com dados do Ministério do Meio Ambiente (2016), o
Cerrado estad ameacado de extingéo, principalmente, em decorréncia da expanséo
agricola, queimadas e crescimento das areas urbanas, sendo considerado um
hotspots mundial. O extrativismo predatério de plantas nativas vem
ocasionando uma drastica reducdo de suas populacGes naturais. Este fato pode
trazer consequéncias para as geragdes futuras, que poderdo ndo usufruir dos
recursos naturais oferecidos por esse bioma, dentre esses, 0S recursos
terapéuticos proporcionados pelas plantas medicinais (GUARIM NETO;
MORAIS, 2003).

Dentre as espécies pertencentes a este bioma, encontram-se
representantes do género Pouteria. Estudos tém revelado que, além do potencial
frutifero, had um grande potencial medicinal relacionado as espécies deste género
(FUENTEALBA et al., 2016; MALTA et al., 2013; SANTOS et al., 2015).
Dentre as espécies do género Pouteria encontra-se Pouteria torta (Mart.) Radlk.

Pouteria torta é pertencente a familia Sapotaceae, nativa do Cerrado e é
conhecida, popularmente, como guapeva. Sua madeira é classificada como
moderadamente pesada, dura, dificil de serrar, apresentando longa durabilidade
quando protegida da umidade. E utilizada para construcio civil, carpintaria e

marcenaria. Seu fruto é utilizado tanto pela fauna como para consumo humano,
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sendo bastante utilizado em plantios de recomposicao de areas degradadas e de
preservacio permanente (LORENZI, 1992; SAO PAULO, 2001).

Popularmente a espécie é utilizada com antidiarreico, apresentando,
também, eficcia na acdo antimicrobiana (ELIAS et al., 2013). Entretanto, ha,
ainda, estudos que ressaltam suas propriedades medicinais. Uma delas é seu
efeito antitumorgénico, podendo ocasionar a apoptose de algumas células
cancerigenas, como o tumor de mama em ratos (SOUZA et al., 2012). Além
disso, indicios quanto ao seu potencial no tratamento de diabetes mellitus ja foi
reportado (SILVA et al., 2009).

De uma maneira geral, ha poucas informagfes disponiveis sobre o
comportamento das espécies nativas, o que dificulta o estabelecimento de
técnicas que permitam a conservacao e exploracdo dessas espécies. Além disso,
muitas delas apresentam problemas de germinabilidade, dificultando seu
estabelecimento em campo quando se visa tanto a exploracdo econdmica,
quanto a conservacgdo. Sendo assim, estudos relacionados as sementes, como
germinacgdo, composicdo quimica, analises morfoldgicas, dentre outros, sdo
muitos importantes, pois podem colaborar para uma melhor compreensdo do
comportamento das espécies, assim como permitem desenvolver métodos de
propagacdo (SILVA et al., 2014; TIAN, et al., 2010). InformacBes geradas com
base nestes estudos, também, podem auxiliar na execucdo de outras técnicas,
como as utilizadas pela cultura de tecidos.

Uma das técnicas de cultura de tecidos, a micropropagacéo, possibilita
conservar especies ameagadas, propagar espécies que apresentem dificuldades
para germinar, fazer producdo de mudas em larga escala e, ainda, incluir
espécies em bancos de germoplasmas (PINHAL et al., 2011). O cultivo in vitro
oferece vantagens em relacdo a propagacao vegetativa convencional em termos

de qualidade e quantidade do material. Principalmente quando ha uma oferta
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limitada deste ou quando a propagacdo vegetativa convencional é ineficiente
(LOBERANT; ALTMAN, 2010).

Entretanto, ha uma grande variacdo no comportamento de espécies
lenhosas cultivadas in vitro, necessitando uma adaptacdo da técnica para cada
espécie. E, durante este processo, pode haver alteracbes morfoldgicas e
anatdmicas nas plantas, podendo interferir no sucesso da técnica (RODRIGUES;
MELO; ALOUFA, 2006). Baseado no exposto, objetivou-se analisar
caracteristicas morfofisioldgicas de sementes de Pouteria torta e estabelecer um

protocolo para sua propagagéo in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Pouteria torta (Mart.) Radlk

A familia Sapotaceae é constituida de 58 géneros e 1.250 espécies,
localizadas nas regibes tropicais e subtropicais do globo (GOVAERTS;
FRODIN; PENNINGTON et al., 2001; PENNINGTON, 1991; SWENSON;
BARTISH; MUNZINGER, 2007; SWENSON; MUNZINGER; BARTISH,
2007). No Brasil, sdo encontrados 10 géneros e 231 espécies desta familia
(CARNEIRO et al., 2013), dentre eles destaca-se 0 género Pouteria, um dos
mais diversos no pais, com cerca de 121 espécies ja catalogadas (ALVES-
ARAUJO, SWENSON; ALVES, 2014). Dentre essas espécies encontra-se
Pouteria torta (Mart.) Radlk.

Pouteria torta é uma arvore tipica do Cerrado brasileiro (FIGURA 1),
podendo, também, ser encontrada em regides da Amazonia (ALVES-ARAUJO,
SWENSON; ALVES, 2014; PERFEITO et al.,, 2005). Popularmente, é
conhecida por diversos nomes como grao-de-oncga, abiurana, abiurana-camazal,
gréo-de-galo, cabo-de-machado, jabeba, abiu-do-Cerrado, abiu-do-mato, abiu-
piloso, acd, bacupari, bacupari-de-arvore, curriola, parada, guape, guapeba,

guapeva, guapeva-grande e mocotd-de-ema (BRASIL, 2015).
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Figura 1- Arvore de Pouteria torta localizada no Municipio de Conceicéo do
Par&-MG (A). Frutos inteiros de Pouteria torta (B) e seccionados
(C). Barra=2m (A). Barra=1cm (B e C).

L |

Suas folhas possuem cerca de 6-19 x 5-12,5 cm, séo arranjadas de forma
espiralada, com peciolos de 1-3 cm de comprimento, ligeiramente canalizados e
puberes (raramente glabra). Possui tricomas ferruginosos e lenticelas ausentes.
Quanto as flores, possuem de 1 a 3 por fasciculo, sdo bissexuais, com pedicelo
de 0,1 cm de comprimento. Suas sépalas tém comprimento que variam de 5 a 15
mm, podendo ser de ovaladas a elipticas. Sua floracdo ocorre em diferentes
momentos, dependendo da localizacdo geografica. Os frutos sdo do tipo bagoide,
com colorag&o variando do amarelo ao alaranjado, medindo cerca de 3 a 8 cm de
comprimento e 2 a 5 cm de didmetro, apresentando, externamente, uma
forragem de finos pelos. Normalmente é encontrada uma semente localizada, na
porcao central do fruto, apresentando comportamento recalcitrante. Sua polpa é
esbranquicada e comestivel, podendo ser utilizada em bebidas, doces e geleias
(FIGURA 1). E considerada helitfita, nfo tolerando baixas temperaturas. A
arvore ja adulta pode alcancar até 30 m de altura, podendo ser classificada como
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arvoreta ou arvore semidecidua (ALVES-ARAUJO; SWENSON; ALVES,
2014; BRASIL, 2015; GAMA; BARBOSA; OLIVEIRA, 2011).

Sua madeira é utilizada para construcao civil, carpintaria e marcenaria.
Seu fruto é consumido tanto pela fauna quanto por humanos. A espécie é
bastante utilizada em plantios de recomposicdo de areas degradadas e de
preservacdo permanente (ELIAS et al., 2013; LORENZI, 1992; SAO PAULO,
2001; SILVA, SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Estudos, também, mostram que a
espécie apresenta atividade antimicrobiana (ALVES et al., 2000; SILVA;
SIMEONI; SILVEIRA, 2009), inseticida e antifangica (BOLET]I et al., 2007).

Extratos aquosos de suas folhas, fruto e casca do fruto exercem alta
atividade inibitoria de o-amilase e a-glicosidase, o que poderia auxiliar no
tratamento de diabetes mellitus (SOUZA, et al., 2012). A espécie, também,
apresenta atividade citotoxica contra epidermoide de boca e linhagens celulares
de tumor de mama (ELIAS et al., 2013). Suas sementes possuem uma proteina
denominada pouterina, que causa aglutinacdo de eritrécitos humanos, de ratos e
coelhos (BOLETI et al., 2007). Além disso, induzem a apoptose de algumas
células cancerigenas em mamiferos (BOLETI et al., 2008). Os extratos de folhas
de P. torta apresentam compostos polifendlicos, tais como flavonoides e
derivados de catequina que apresentam atividade antioxidante (ELIAS et al.,
2013).

2.2 Caracterizagdo de sementes

Apesar do valor medicinal, comercial e ecoldgico de P. torta, ainda, ha
poucas informacdes sobre a espécie, principalmente, em relacdo ao seu
comportamento fisioldgico. Ndo ha nenhum relato na literatura que descreva o
comportamento de suas sementes.

A grande dificuldade do estabelecimento de condicbes e técnicas de

andlises, para sementes florestais, deve-se, além da escassa informag&o sobre as
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espécies nativas, a sua imensa variacdo morfoldgica. Analises como peso de mil
sementes (que possibilita o conhecimento do nimero de sementes por quilo e o
tamanho das sementes) e o teor de agua possuem grande varia¢do nas respostas
obtidas, tanto entre espécies, como dentro da mesma espécie (BRASIL, 2009;
FORTES et al., 2008).

A realizacdo de estudos que fornecam informacgfes sobre os aspectos
biométricos destas sementes, como peso e dimensdo, torna mais facil a
padronizagdo, aperfeicoamento e estabelecimento de métodos para analises e
armazenamento (BRUNING; LUCIO; MUNIZ, 2011). A fim de identificar
alguns desses aspectos, tem-se utilizado o GroundEye®, que é capaz de extrair
diversas informagGes como dimens&o, perimetro, area, ou seja, esta envolvido na
analise morfoldgica das sementes (ANDRADE, 2014).

Os principais fatores limitantes da germinacdo sdo temperatura, agua,
luz, substratos, gases, nutrientes, recipientes, inibidores bioquimicos, além da
fauna e micro-organismos. Estes fatores influenciam a capacidade e velocidade
na qual uma semente, ap0Os atingir maturidade fisiologica, pode germinar
(FLORIANO, 2004). Alguns destes aspectos, como danos ocasionados pela
fauna ou por micro-organismos e até mesmo a disponibilidade de nutrientes
(levando a formacdo de sementes mal formadas), podem ser verificados por
meio de raios x (KOBORI; CIRCERO; MEDINA, 2012).

Durante o processo de embebicdo, as sementes passam por processos
metabolicos que culminam na protrusdo da radicula. Uma maneira de visualizar
a absorcdo de agua pelas sementes, durante a germinagdo, é elaborando uma
curva de embebigdo. Este € considerado um procedimento técnico importante
para auxiliar na identificagdo de dorméncia das sementes, assim como a
viabilidade do lote (BRASIL, 2009).

As analises bioguimicas de sementes, também, tém grande importancia

para estudos sobre as espécies. Assim como os demais 6rgdos das plantas, as
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sementes apresentam composicdo quimica variavel, com basicamente dois
grupos de componentes quimicos: 0os materiais de reserva e 0s que ocorrem
normalmente como constituintes em todas as estruturas do

embrido (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

As substancias estruturais que constituem as sementes sdo 0s oligo e
polissacarideos das paredes celulares. Dentre as substancias de reserva
destacam-se as proteinas, lipideos e carboidratos. As sementes podem ser
classificadas, de acordo com o composto de reserva predominante, podendo ser
designadas como amilaceas, oleaginosas ou proteicas. Estas reservas tém como
fungdes basicas manter o embrido até a formacdo de uma pléantula que apresente
capacidade autotrofica (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Conhecer a
composicdo quimica das sementes € de grande valia, principalmente, por
influenciar no vigor e potencial de armazenamento (SOUZA et al., 2012). O
conhecimento da morfologia e fisiologia das sementes pode auxiliar na producao
de mudas, além de fornecer embasamento para o estudo de seu estabelecimento
in vitro (OLIVEIRA; SCHLEDER; FAVERO, 2006).

Poucas informacdes sobre sementes de P. torta sdo encontradas na
literatura. Verifica-se que suas sementes nao toleram a dessecacdo, apresentando
cerca de 54,3% de umidade (sem a remogdo da mucilagem). A porcentagem de
emergéncia varia de 34,3 a 100%, que se inicia entre 50 a 74 dias. Também é
citada dorméncia fisica nas sementes, devido seu tegumento espesso (BRASIL,
2015; DORNELES, 2010).

2.3 Micropropagacéo

O Cerrado possui uma flora rica e de grande interesse comercial e
medicinal, entretanto, muitas de suas espécies apresentam dificuldades para
serem propagadas convencionalmente (ANDRADE, 2002). Através da cultura

de tecidos é possivel propagar espécies que apresentem dificuldades para
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germinar, promovendo a producdo de mudas em larga escala (PINHAL et al.,
2011).

Esta técnica oferece vantagens, em relacdo a propagacdo vegetativa
convencional, em termos de qualidade e quantidade do material, principalmente,
guando ha uma oferta limitada deste, quanto a disponibilidade de sementes, por
exemplo, ou quando a propagacdo vegetativa convencional é ineficiente
(LOBERANT; ALTMAN, 2010). Além disso, a técnica pode contribuir, para o
melhoramento genético e possibilitar estudos de métodos de conservacdo, uma
vez que viabiliza a inclusdo e manutengdo de espécies em bancos de
germoplasma (KELLER et al., 2013).

Muitas espécies do Cerrado sdo estudadas, por meio da cultura de
tecidos, seja visando a conservacao, producdo de farmacos ou produgdo de
mudas em larga escala (LIMA; PEREIRA; SILVEIRA, 2015; MARTINS, et al.,
2011; OUTUKI et al., 2015).

Dentre os reguladores de crescimento de plantas mais utilizados no
cultivo in vitro, encontram-se 0s pertencentes a classe das citocininas,
importantes para a superacdo da dominancia apical, proliferacdo das gemas
laterais e multiplicagcdo in vitro (LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2010).
Dentre estes, um dos mais citados na literatura € o 6-benzilaminopurina (BAP).
Este regulador mostra-se bastante eficiente no processo de multiplicacdo, tanto
na parte aérea como na inducdo de gemas adventicias em diversas espécies
(BAKSHI; TIWARI; RAZVI, 2015; HU; WANG, 1983; LEITZKE; DAMIANI;
SCHUCH, 2010). A zeatina, o thiadizuron (TDZ) e benziladenina (BA),
também, sdo bastante citados na literatura (GOMES; FRANCESCHI; RIBAS,
2015; SILVA et al., 2014; SUGLA et al., 2007). Além do floroglucinol (1,3,5-
tri-hidroxibenzeno) que, apesar de ndo ser uma citocinina, o0 composto, também,
pode ser utilizado, para processos de multiplicagdo, promovendo a formacdo de
brotos em cultura de tecidos (SILVA et al., 2014).
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As giberelinas, outra classe hormonal, induz o alongamento celular em
vegetais. O alongamento, as vezes, torna-se vantajoso, para obterem-se melhores
respostas nas etapas de micropropagacdo, podendo incrementar o crescimento
dos explantes. Neste caso, o &cido giberélico (GA3) é um regulador de
crescimento bastante utilizado na cultura de tecidos promovendo o alongamento
e crescimento celular dos explantes (MUKHERJEE et al., 2009;
RADEMACHER, 2000).

O enraizamento é uma etapa que pode dificultar o estabelecimento de
um protocolo eficiente, apresentando grande importancia, uma vez que as raizes
estdo relacionadas com a obtencdo de Adgua e nutrientes, além da prépria
sustentacdo da planta (SAINI et al., 2013). No cultivo in vitro, as auxinas séo
utilizadas em meio de cultivo, geralmente, para a inducdo de raizes adventicias.
Pesquisas tém demonstrado que o &cido indolbutirico (AIB), além de ser uma
auxina, pode ser ele prdprio uma forma de armazenamento de &cido indol-3-
acético (AIA), ja que, por mecanismos de oxidagdo que ocorre nos
peroxissomos, este composto pode ser convertido em AlA livre (BARTEL et al.,
2001). Outro regulador bastante citado na literatura por induzir a rizogénese é o
acido naftaleno acético (ANA) (BAKSHI; TIWARI; RAZVI, 2015; MARTINS
et al., 2013; MENDONCA et al., 2015).

Uma alternativa, para diminuir as etapas da micropropagacdo, € o
enraizamento ex vitro de plantas cultivadas in vitro, que é realizado juntamente
com a aclimatizagdo. Este procedimento é considerado vantajoso, uma vez que
reduz os custos da producdo (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

N&o ha estudos realizados com P. torta visando & micropropagag&o.
Entretanto, sdo encontrados alguns trabalhos para espécies da mesma familia,
destacando os reguladores citados acima. P. lucuma O. Ktze, por exemplo, foi
alongada utilizando GA;, houve multiplicagdo com o uso de zeatina e ANA, e 0

processo de rizogénese deu-se por meio da combinacdo de ANA e BA
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(JORDAN; OYANEDEL, 1992). Para a mesma espécie, também, foram
utilizados ANA, GA; e BA para promover o cultivo in vitro (PADILLA et al.,
2006). Em um trabalho com Madhuca latifélia Macb., uma espécie da familia
Sapotaceae, 0 uso de cinetina propiciou a multiplicacdo das brotacdes
(BANSAL; CHIBAR, 2000).

A Ultima etapa da micropropagacdo € a aclimatizacdo, sendo
considerada uma etapa critica, podendo comprometer todo o sistema de
producdo de mudas obtidas por essa técnica (SANTOS et al., 2013). Esta fase
caracteriza-se pela passagem de uma planta da condic¢do heterotrofica (in vitro)
para a condicdo autotrdfica (ex vitro). Nesta etapa, as plantas micropropagadas
estdo mais suscetiveis aos estresses ambientais, devido a formacéao de estdmatos
pouco funcionais, assim como pela cuticula pouco desenvolvida nas folhas
(HOOKER et al., 1994).

O estudo da anatomia dos explantes, durante a micropropagacéo,
também, é importante. Uma vez que pode auxiliar na compreensdo de diversos
processos que ocorrem in vitro e permitir a elucidacdo de possiveis insucessos
em técnicas de micropropagacao. A partir de testes histoquimicos em vegetais €
possivel a identificacdo de tecidos lignificados. A lignina €, relativamente,
hidrofébica e estd ligada a hemicelulose para preencher os espacos entre as
microfibrilas e/ou entre as fibras na parede celular da planta (CAO et al., 2016).
E uma substancia bastante encontrada em tecidos com crescimento secundario,
um estagio de crescimento em que as células diminuem o potencial totipotente,
apresentando, também, relagdo com mecanismos de defesa contra patdgenos
(RAI; BOUDDHA; ANSARI, 2016). Tal fato pode influenciar no
desenvolvimento in vitro, dificultando ou até mesmo alterando as respostas aos
reguladores de crescimento utilizados. Dentre as técnicas utilizadas, para testar a
presenca ou auséncia de lignina, sdo utilizados corantes como azul de astra e

safranina. A celulose possui afinidade com o azul de astra, a qual apenas é
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incorporada nas fibras na auséncia de lignina. Esta, por sua vez, reage com a

safranina de modo independente da presenca de celulose (LEMPP, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

Frutos de Pouteria torta maduros foram coletados, no municipio de
Conceicdo do Pard — MG, em janeiro de 2015. Os frutos foram transportados
em sacos plasticos para a cidade de Lavras-MG apds a coleta. Os experimentos
foram conduzidos, no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, localizado
no Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras. A analise bioguimica das sementes foi realizada no
Laboratério de Grdo, Raizes e Tubérculos do Departamento de Ciéncias dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras. Antes de todos 0s experimentos,
as sementes foram beneficiadas, no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas, com auxilio de uma peneira sob agua corrente até a retirada total da

mucilagem que as recobriam.
3.1 Caracterizacdo de sementes

Para caracterizar as sementes de P. torta foram realizados experimentos
a fim de determinar o teor de agua das sementes, peso de mil sementes,
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas, assim como a elaboracéo da curva de

embebicao das sementes.
3.1.1 Peso de mil sementes e teor de agua

O peso de mil sementes foi obtido pela pesagem de oito repeticdes,
contendo 100 sementes cada, de acordo com protocolo estabelecido por Brasil
(2009) encontrado nas Regras de Analises de Sementes (RAS). O nimero de
sementes por quilo foi obtido a partir do peso de mil sementes, utilizando
relacdo de proporcéo direta. A determinacdo do teor de agua, também, seguiu o
protocolo sugerido pela RAS (BRASIL, 2009), no qual trés repeti¢bes, contendo
cinco sementes cada, foram pesadas e secas em estufa regulada a 105 °C + 3 °C

por 24 horas.
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3.1.2 Caracterizagdo bioquimica

Visando a caracterizagdo bioquimica das sementes, foram avaliados os
teores de amido, acUcares sollveis redutores e ndo redutores, proteinas e fibras.
As sementes foram secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 70°C, até
atingir peso constante e, posteriormente, trituradas em moinho. Foram utilizadas
trés repeticBes para cada analise. Os lipideos foram quantificados, via extrato
etéreo, no qual a amostra foi extraida diretamente com éter etilico em extrator
continuo de Soxhlet (HORWITZ; LATIMER JUNIOR, 1990). A proteina bruta
foi determinada pelo método de micro-Kjeldahl (HORWITZ; LATIMER
JUNIOR, 1990), aplicando-se o fator 6,25 para o calculo do teor de proteina
bruta. A quantidade de amido foi analisada, segundo a metodologia descrita por
Somogy (1945), adaptada de Nelson (1944). Enquanto os aglcares soluveis,
redutores e ndo redutores foram extraidos, utilizando o método Lane-Enyon
(HORWITZ; LATIMER JUNIOR, 1990) e determinados pela técnica de
Somogy (1945), adaptada de Nelson (1944).

3.1.3 Curva de embebicéo

A construcdo da curva de embebigdo foi realizada em sementes com e
sem tegumento. As sementes foram divididas em trés amostras de seis sementes
cada e colocadas em rolo de papel Germtest® umedecido com quantidade de
agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do papel. Anteriormente as
sementes foram desinfestadas em hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo), por
10 minutos e tratadas em bactericida (Kasumin®), na concentracdo de 2mL Lt
por 5 minutos. A primeira pesagem foi realizada com as sementes secas,
anteriormente a desinfestacdo. As demais pesagens foram realizadas, a cada 30
minutos, durante as primeiras seis horas de embebicdo. Nas seis horas
subsequentes, as pesagens foram realizadas de hora em hora. Em seguida, as

sementes foram pesadas, a cada trés horas, 24 horas, de 6 em 6 horas, por mais
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24 horas e de 12 em 12 horas por mais 48 horas. Posteriormente a pesagem foi
feita a cada 24 horas, até o 35° dia, quando 50% + 1 semente de todas as
repeticdes germinaram. Durante todo o processo, as sementes foram mantidas
em camara de germinacao, a temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas.

A porcentagem de incremento sobre a massa fresca inicial foi calculada

por meio da expressdo (NERY et al., 2007):

% de incremento sobre a massa fresca inicial (IMF)=((MF-MFI)/MFI) x 100

Em que:

IMF = Incremento de massa fresca
MF = massa fresca

MFI = massa fresca inicial

3.1.4 Analises morfoldgicas

Caracteristicas morfolégicas das sementes, também, foram avaliadas. As
sementes foram colocadas em uma bandeja de acrilico no GroundEye® dividida
em trés repeticbes com dez sementes cada. O software foi calibrado e a captura
das imagens foi realizada nas duas faces das sementes por duas cémeras,
proporcionando uma visdo dupla do material estudado. Por meio dessas
imagens, foi possivel analisar aspectos geométricos da semente como é&rea,

diametro, afinamento, perimetro, circularidade e contorno.
3.2 Micropropagacao

A fim de estabelecer um protocolo para micropropagagéo de P. torta foi
estudada a sua germinacg&o in vitro, alongamento e multiplicacdo das brotacdes,

enraizamento e aclimatizagdo dos explantes.
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3.2.1 Germinag&o in vitro

Frutos maduros de P. torta foram despolpados e suas sementes tratadas
com hipoclorito a 2,5% de cloro ativo por 20 minutos. Em seguida, as sementes
foram passadas na peneira, para auxiliar na retirada da mucilagem. Apo6s a
retirada da mucilagem, elas permaneceram por 30 minutos em bactericida
(Kasumin®) e mais 30 minutos no fungicida (Derosol®), ambos na concentragdo
de 2mL L™, sendo colocadas na bancada para secar sobre papel filtro.

Na camara de fluxo, as sementes tiveram seu tegumento retirado com a
ajuda de uma prensa. Entdo, foram submersas em alcool 70% por cinco minutos,
colocadas em hipoclorito de soédio a 2,5% de cloro ativo por 20 minutos e
lavadas com agua destilada e autoclavada por trés vezes. As sementes, entdo,
foram submetidas a uma segunda assepsia, na qual foram submetidas ao
bactericida e fungicida (2 mL L™), microfiltrados, por cinco minutos,
respectivamente e, depois, lavadas com agua destilada e autoclavada.

Ainda, na camara de fluxo, as sementes foram inoculadas em meio
WPM (Wood Plant Medium) de Loyd e McCown (1980) suplementado com 3%
de sacarose e 0,7% de &gar, pH 5,8, autoclavado. Ap6s a inoculacdo, foram
mantidas, em sala de crescimento a 25° + 2°C, sob as condicOes de presenca e
auséncia de luz. Cada tratamento consistiu de trés repeticbes, cada uma
composta por 10 sementes.

A germinacdo foi avaliada, diariamente, a fim de verificar o indice de
velocidade de germinacéo (IVG) (MAGUIRE, 1962):

Indice de velocidade de germinagio (IVG)=Y (ni /ti )
Em que:

ni = nimero de sementes que germinaram no tempo ‘i’;
ti = tempo ap0s instalacdo do teste;

i=1— 30 dias.
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Como critério para a germinacdo, foi considerada a protrusdo radicular

de 2,0 mm, sendo obtida, ao final dos 30 dias, a porcentagem de germinagéo.
3.2.2 Multiplicacao

Para promover a multiplicagdo, segmentos caulinares de,
aproximadamente, 2,0 cm, contendo duas gemas laterais e sem o apice caulinar,
foram inoculados, na camara de fluxo, em meio WPM suplementado com 3% de
sacarose, 0,7% de agar e diferentes citocininas (BAP, BA e TDZ) em diferentes
concentragdes (0; 0,25; 1; 4 e 16 uM) e autoclavado. O experimento consistiu de
quatro repeti¢cbes com trés explantes cada. O pH do meio foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem.

Também foi avaliada a influéncia de zeatina (0; 2,3; 4,6; 9,2; 18,4 ¢
36,8 uM) e do floroglucinol (0; 80; 396 ¢ 792 uM) na multiplicagdo in vitro de
Pouteria torta. Estes compostos foram acrescentado em meio WPM, contendo
3% de sacarose e 0,7% de agar, pH 5,8 e autoclavado. Ambos 0s experimentos
consistiram de trés repeticdes com sete sementes cada. Apds a inocula¢do 0s
explantes foram mantidos, em sala de crescimento a 25°+ 2°C, fotoperiodo de 16
horas, com irradiancia de 36 pmol m? s, na luz branca. Apés 30 dias, foram
avaliados o nimero e tamanho das brotagdes, assim como 0 nimero de brotos

com formagdo de calo na base.
3.2.3 Alongamento

Brotac@es, contendo o &pice caulinar e duas gemas laterais, provenientes
da etapa de multiplicacdo com, aproximadamente, 2 cm foram inoculadas em
meio WPM suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de agar, pH 5,8, diferentes
concentragdes de GA; (0; 0,25; 1; 4 e 16 uM) e autoclavado. As brotagdes foram
mantidas, em sala de crescimento a 25° + 2°C, fotoperiodo de 16 horas, com

irradiancia de 36 pmol m™? s™. A avaliagio do tamanho de brotacdes e ndmero
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de folhas dos explantes foi realizada ap6s 30 dias. Este experimento consistiu-se
de quatro repeti¢Oes, sendo cada repeticdo composta por quatro brotagdes.

Para verificar a presenca de lignina no caule dos explantes cultivados in
vitro, assim como verificar o estdgio de desenvolvimento dos tecidos, foram
realizadas seccBes transversais do caule, a mdo livre, com lamina cortante.
Posteriormente, as seccdes foram clarificadas com hipoclorito de sédio a 2%,
por um minuto, lavadas em &gua destilada e coradas com solugdo de azul de
astra e safranina. As secgdes foram montadas em I&minas e laminulas com

glicerina a 50% e analisadas em microscopio éptico.
3.2.4 Rizogénese e aclimatizagéo

O processo de rizogénese in vitro foi realizado a partir de brotac6es com
2 cm de comprimento, contendo a gema apical e duas folhas. Estas foram
inoculadas em meio WPM suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de &gar, pH
5,8, com diferentes auxinas (ANA e AIB), em diferentes concentrac@es (0; 1; 5;
e 10 uM) e autoclavado. Os explantes foram mantidos na sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas, irradiancia de 36 pmol m™ s™, temperatura de 25°
+ 2°C. A avaliacdo da porcentagem de enraizamento, nimero e tamanho das
raizes foi realizada ap6s 30 dias. Foram utilizadas trés repeticbes com sete
explantes cada.

O enraizamento ex vitro foi realizado, utilizando-se as brotagdes,
provenientes do cultivo in vitro, sem formag&o de raiz. Estas brotagdes tiveram
suas bases lavadas com agua corrente e cortadas com o auxilio de um bisturi e
imersas por um minuto em solucBes com altas concentragbes de AIB (0, 500,
1.000 e 1.500 uM). Foram utilizadas cinco repeticGes com trés explantes cada. A
rizogénese ex vitro ocorreu juntamente com a aclimatizagéo, j4 os explantes

enraizados in vitro foram aclimatizados posteriormente.
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Na aclimatizagdo, os explantes foram colocados em tubetes com
capacidade de 110 cm® contendo o substrato comercial Tropstrato®. Os tubetes,
contendo as brotagGes, foram cobertos por sacos plasticos transparentes e
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas com 60 pmol m™
s de irradiancia de fotons. A cada cinco dias foram realizados cortes de,
aproximadamente, dois cm de didmetro, em uma das extremidades do plastico,
até sua total remocdo. O experimento consistiu de quatro repeticdes contendo
trés explantes cada.

Apbs quatro semanas, quando os sacos plasticos foram totalmente
retirados, as mudas foram transportadas para casa de vegetacédo, sob telado do
tipo sombrite, permitindo a passagem de apenas 50% da radiagdo solar

incidente. A avaliacdo da sobrevivéncia (%) foi realizada ap6s 30 dias.
3.3 Delineamento experimental e analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os dados foram analisados pelo teste de Scott-Knott,
utilizando-se o software R, por meio do pacote ExpDes.pt (FERREIRA,
CAVALCANTI; NOGUEIRA, 20113, 2011b). Para analisar os dados referentes
ao numero de raiz, necessitou-se utilizar transformagdo “1/Raiz dos dados” para

que houvesse normalizagéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de Pouteria torta apresentaram teor de &gua de 38,4%
aproximadamente. O elevado teor de &gua no qual sdo dispersas indica
recalcitrancia das sementes, ou seja, sdo sementes que ndo apresentam a fase de
secagem pés-maturacdo, sendo dispersas com alto teor de agua (>35%)
(BRASIL, 2015; VAZ et al., 2016).

Outras sementes do género, também, sdo dispersas com elevado teor de
agua. Para sementes de Pouteria campechiana (Kunth) Baehni, foram
observados 47,25% de teor de &gua (COSTA et al., 2010). E estudos com
Pouteria guardineriana Raldk demonstraram o comprometimento da viabilidade
das sementes quando desidratas aos niveis abaixo de 30% (CABRAL et al.,
2013).

A recalcitrdncia de sementes pode ser compreendida, analisando a
composicao quimica, uma vez que 0s acgucares e lipideos podem ajudar a
explicar a capacidade de tolerancia a dessecacdo. P. torta apresenta o contetdo
de acucar ndo redutor maior do que a contetdo de agucar redutor (TABELA 1),
contrariando a relagdo destes agucares em sementes recalcitrantes. Isto porque o
aumento do contetdo de sacarose e rafinose, agUcares ndo redutores e
diminuicdo de glicose e frutose, acucares redutores, estdo relacionados com o
aumento da tolerancia a dessecacdo, enquanto a situacdo inversa pode indicar a
perda desta tolerdncia. A funcdo dos carboidratos, neste caso, estd ligada a
protecdo das membranas durante o processo de desidratacdo (BARBEDO;
MENDES-JUNIOR, 1998; BUSINGE et al., 2013).
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Tabela 1 - Caracterizagdo quimica de sementes de Pouteria torta.

Substancias Média
Amido (g/100g) 37,99+4,15
Acucar redutor (g/100g) 0,29+0,05
Acucar nao redutor (g/100g) 3,25+0,24
Acucar total (g/100g) 3,74+0,32
Proteina (%) 6,76+0,07
Extrato etéreo (lipideo) (%) 7,74+0,8
Fibra (%) 13,37+0,8
Cinzas (%) 1,66+0,07

Em trabalho realizado com Inga vera e Eugenia uniflora, espécies
recalcitrantes, também, foram encontradas maiores quantidades de sacarose em
relacdo ao conteudo de agUcares redutores (MELLO et al., 2010). Isso demonstra
que, apesar da sacarose estar envolvida na tolerancia a dessecacdo, outros fatores
como &cido abscisico, proteinas LEA, oligosacarideos e aminoacidos, como a
prolina, também, determinam a capacidade de tolerar a perda de agua
(BARBEDO; MENDES-JUNIOR, 1998; MELLO et al., 2010).

A guantidade de lipideos encontrada nas sementes de P. torta (TABELA
1) representa quase o dobro daquela encontrada em sementes de Pouteria
campechiana (Kunth) Baehni, o qual corresponde a 4,62 % (COSTA et al.,
2010). Porém, o valor de lipideo em sementes de P. torta, ainda, é baixo quando
comparado aos demais componentes da semente, sendo o amido sua principal
forma de reserva (37,99%), sugerindo que as sementes sejam classificadas como
amiléceas. Este fator pode estar envolvido na sensibilidade das sementes a perda
de &gua, uma vez que a maior concentracao de lipideos, em relacdo aos demais
componentes da semente, esta envolvida na aquisicao de tolerancia a dessecacao
(MELLO et al., 2010). Em contrapartida, os valores encontrados em P. torta

para lipideos, fibras, proteinas e cinzas (TABELA 1) foram menores em relacdo
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aos valores encontrados para Pouteria sapota (Jacg.) H. E. Moore & Stearn
(44,41 %, 25,69 %, 11,34 % e 3,87 %, respectivamente) (SOLiS-FUENTES et
al., 2015).

No lote estudado, foi constatado que o peso de mil sementes de P. torta
foi de, aproximadamente, 2400 g (+ 3,8), ou seja, aproximadamente, 417
sementes por quilo de P. torta, ndo havendo relatos anteriores para a espécie. O
peso de mil sementes pode ser utilizado como indicativo para explicar a
qualidade de diferentes lotes de sementes. HA muitos estudos que correlacionam
0 tamanho das sementes com seu percentual de germinagdo, inferindo que o
maior tamanho, normalmente, é em razdo de uma maior umidade e maior
acumulo de reserva, possibilitando uma melhor germinacéo do lote (BRUNING;
LUCIO; MUNIZ, 2011; FELLIPI et al., 2015; GASPAR; NAKAGAWA, 2002).

As imagens, provenientes de raios X, demonstraram que as sementes
encontravam-se 100% intactas e sem nenhum dano mecénico, porém ndo foi
possivel visualizar o posicionamento dos embrides (FIGURA 2). Tais
informacBes auxiliam a compreender a germinacdo, uma vez que sementes
danificadas ou mal formadas podem alterar o resultado da germinagéo
(AMARAL et al., 2011).
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Figura2 - Raios X das sementes ndo acusando nenhum dano mecanico e
mostrando que as sementes estdo todas intactas. Barra= 1 cm.

Também foram obtidas algumas caracteristicas morfol6gicas da semente

(TABELA 2), isto apés a retirada da mucilagem que as recobrem.
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Tabela 2 - Andlises das caracteristicas morfologicas de sementes de P. torta,
mostrando os valores médios para area, circularidade, didmetro e

perimetro.

Parametros Média

Area (cm?) 2,55+0,28
Circularidade 0,52+0,29
Didmetro méaximo (cm) 2,49+0,14
Didmetro méaximo lateral (cm) 1,31+0,09
Didmetro minimo (cm) 1,28+0,09
Perimetro (cm) 7,57+0,88

Ha relatos de caracteristicas quantitativas para sementes de outra espécie
do género Pouteria, P. pachycarpa Pires, nos quais foi verificado comprimento
variando de 2.3 - 3.5 cme largurade 1,1 - 1.5 cm (CRUZ, 2005).

A curva de embebigéo foi realizada utilizando-se sementes com e sem
tegumento (embriGes- eixo embrionario e cotilédones) (FIGURA 3). Observou-
se, pela figura 3, a distin¢do entre as trés fases da germinagéo para sementes com
tegumento. No entanto, para sementes sem tegumento, foi verificada apenas a
embebicdo das sementes (Fase 1) uma vez que observou-se oxidagdo e

consequente deterioracdo destas sementes.
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Figura 3 - Incremento de matéria fresca referente a curva de embebicdo de
sementes de P. torta com e sem o tegumento.
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Segundo Bewley e Black (1994), a fase | é caracterizada por uma
absorcdo de agua crescente, sendo essa fase independente de dorméncia (com
excecdo da dorméncia fisica) ou viabilidade das sementes. A partir deste ponto,
as sementes entraram na fase 1l, denominada estacionaria, a qual foi observada
somente para sementes de P. torta com tegumento. Esta fase, apesar de mostrar
uma diminui¢do na absor¢do de agua, permaneceu com absor¢do continua. As
sementes com o tegumento continuaram a germinagdo e entraram na fase Ill,
onde se iniciou a protrusdo radicular, a partir do 22° dia, acompanhando,
novamente, 0 aumento da absor¢do de 4gua (FIGURA 3B).

Para o guanandi, Calophyllum brasiliense Cambess., espécie que,
também, apresenta sementes recalcitrantes, a remocdo do tegumento apresentou

diferenca significativa na germinagdo. As sementes sem 0 tegumento
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germinaram muito mais do que as sementes inteiras (72% e 23 %,
respectivamente) (SILVA; VIEIRA; PANOBIANCO, 2014). Para P. torta, o
tegumento ndo impediu a germinacgdo, o que comprova que a espécie ndo possui
dorméncia fisica. Trichilia claussenii C. DC., outra espécie com sementes
recalcitrantes, também, ndo apresentou o padrdo trifasico de germinagéo,
necessitando, também, de mais de 24 horas para entrar na terceira fase de
germinacdo (MAFRRA et al., 2011). J4, na germinacdo in vitro (FIGURA 4),

que foi realizada por meio de embrides, a protruséo radicular comegou no 9° dia.

Figura 4 - Germinag&o in vitro de P. torta. Semente com tegumento antes da
inoculacdo (A). Embrido apds trés dias de inoculagdo (B). Embrido
apos sete dias de inoculagcdo (C). Embrido apds nove dias de
inoculacdo (D). Embrido apds 15 dias de inoculagdo (E). Embrido
com 25 dias apo6s a inoculagédo (F). Explante com 40 dias in vitro (G).
Barra=1 cm.
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Né&o houve diferenca significativa entre embrides germinados no escuro
ou na luz, com uma média de 35% de germinagdo (TABELA 3). Entretanto, o
indice de velocidade de germinacgdo se apresentou maior para a germinagdo na
luz (FIGURA5).

Tabela 3 - Germinacdo in vitro de embriBes de P. torta sob presenca e auséncia
de luz, ap6s 30 dias.

Luz Germinagao (%)
Presenca 36,6 £4,9
Auséncia 33,3+4,8

Figura 5 - Indice de velocidade de germinacdo (IVG) de embrides de P. torta
germinadas na presenca e auséncia de luz, in vitro. Médias seguidas
da mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Skott
Knott (p<0,05).
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Posteriormente & germinagdo, o0s explantes foram induzidos a
multiplicacdo utilizando-se diferentes citocininas e floroglucinol. Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, para o nimero de brotagdes, sendo
regenerado apenas um novo broto por explante. Para o comprimento dos brotos,
0 uso de zeatina (TABELA 4) e de floroglucinol (TABELA 5) apresentou um
tamanho médio de 0,5 cm. Ao utilizar BAP, TDZ e BA, os brotos cresceram, em

média, 1 cm.

Tabela 4 - Efeito da Zeatina na multiplicacéo in vitro de P. torta.

Concentracao (mg.L™) Nl]lgwero de Tamanho dos Numero de

roto brotos (cm) Folhas

0 0,7+0,59 0,2+0,2 2+1,8

0,5 0,7+0,59 0,3+0,3 2+1,6

1 1,1+0,35 0,5+0,3 3,31

2 0,6+0,61 0,2+0,3 1,942
4 0,8+0,86 0,3+0,3 2,1+2,2
8 0,7+0,77 0,2+0,2 1,8+1,9

Tabela 5 - Efeito do floroglucinol na multiplicagéo in vitro de P. torta.

Concentragdo ~ NUmero de Broto Tamanho dos brotos ~ Numero de

(mg.L™) (cm) (cm) Folhas
0 0,7+£0,59 0,2+0,2 2+1,8

10 0,71+0,2 0,2+0,23 1,21
50 0,85+0,6 0,4+0,07 2,41
100 0,85+0,2 0,3+0,3 1,404

Também ndo foi observada diferenca significativa, em nenhum dos

experimentos, para o numero de folhas. O nimero médio, quando usado zeatina,
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foi de 2,5 folhas. Para o floroglucinol, foram observadas 2 folhas, sendo
verificado cerca de 4 folhas quando utilizado BAP, BA ou TDZ (TABELA 6).

Tabela 6 - Efeito de diferentes citocininas em diferentes concentracbes na
multiplicag&o in vitro de P. torta.

. Tamanho dos Namero de
Regulador Numero de Broto brotos (cm) Folhas
BA 0,5+0,2 1,34+0,7 4,2+0,6
BAP 0,5£0,2 1,51+0,5 4,0£0,7
TDZ 1,0+0,1 1,28+ 0,7 3,9+0,7

Por outro lado, para a varidvel formacdo de calos, houve diferenca
significativa entre as diferentes concentragdes de BAP, BA e TDZ. A auséncia
de regulador levou a uma menor formacao de calo, enquanto a concentracéo de
1 pM, para qualquer uma das citocininas utilizadas, promoveu uma maior
formacdo de calos na base dos explantes (FIGURA 6). A porcentagem de
explantes com formacéo de calo na base foi de 56%, 65% e 61% para BA, BAP
e TDZ, respectivamente. Ndo foi observada formacéo de calo quando utilizados

zeatina e floroglucinol.
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Figura 6 - Formacéo de calo na base de explantes de P. Torta (A). Formacéo de
calo nas diferentes concentragcbes de BAP, BA e TDZ (B). Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, estatisticamente, de
acordo com o teste de Skott Knott (p<0,05). Barra= 1cm.
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Apesar dos reguladores utilizados para multiplicacéo e alongamento nao
terem sido efetivo nas varidveis analisadas, nos experimentos deste trabalho,
durante a multiplicacdo de outra espécie do género Pouteria, diferencas
significativas foram observadas. Para Pouteria lucuma O. Ktze, por exemplo,
guando combinado o uso de diferentes classes de reguladores de crescimento
(2,2 uM de BA, 0,5 uM de ANA e 1,4 uM de GA;), houve um maior nimero de
brotacdes, gema lateral e comprimento dos brotos (PADILLA et al., 2006).

Apesar dos reguladores vegetais (auxinas, citocininas, giberelinas) terem
a funcdo de estimular respostas nos explantes, algumas respostas sdo espécies-
dependentes, sendo notada , muitas vezes, variagcdo dentro da propria espécie
(SHEMER et al., 2015).

Estes reguladores podem influenciar os tecidos vegetais a regenerar-se
seguindo trés vias: a reparacdo dos tecidos, embriogénese somatica ou
organogénese. Mas, para a ativacdo destas vias, talvez, seja necesséria a
aquisicdo de uma competéncia, antes que os explantes respondam a um
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tratamento. Apesar deste mecanismo, ainda, ser desconhecido, observa-se que
mutantes de Arabdopsis thaliana com redugdo na metilagdo do DNA mostram
alta capacidade de regeneracdo por organogénese direta. Ja, em plantas
selvagens, o gene WUSCHEL (WUS), que ¢ essencial para formacdo da parte
aérea, é altamente metilado. Neste caso, 0s explantes requerem uma pré-
incubacdo em meio para calogénese, que possibilita as células préximas ao
tecido vascular entrarem novamente no ciclo celular, retomando a capacidade de
divisdo quando transferidos para o meio com citocininas (SHEMER et al.,
2015).

A dificuldade de multiplicacdo para explantes de P. torta pode estar
envolvida na necessidade da aquisicdo de competéncia. Por este motivo, é
interessante conduzir estudos que testem diferentes métodos para que a
multiplicacdo seja mais eficaz.

Ndo houve diferenca significativa, para nenhuma das varidveis
analisadas com relacdo ao uso de GA; (TABELA 7), para o alongamento das
brotacdes (FIGURA 7). O crescimento médio dos explantes foi de 0,5 cm, em 30

dias, com formacéo de, aproximadamente, 1,2 novas folhas.

Tabela 7 - Efeito de diferentes concentracbes de GA; o0 alongamento de
explantes de P. torta.

Concentragdo (uM)  Tamanho dos explantes (cm) ~ Numero de Folhas

0 2,1+0,3 3,1+0,2
0,25 2,5+0,5 3,1+0,5
1 2,4+0,2 3,4+0,4
4 2,3+0,2 3,2+0,4

16 2,4+0,3 3,4+0,5
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Figura 7 - Explantes de P. torta submetidos ao alongamento com GA;. Da
esquerda para a direita cada tubo representa os tratamentos: 0; 0,25;
1,0; 4,0 e 16 uM de GA;. Barra= 1 cm.

Foi observada uma rapida lignificacdo dos tecidos do caule durante o
cultivo in vitro de P. torta. Com apenas 45 dias apds a inocula¢do dos embriGes,
foi possivel verificar alguns explantes com um intenso processo de lignificacéo
(FIGURA 8C). Apesar de ndo terem sido utilizados explantes lignificados nos
experimentos, esta pré-disposicdo, para formacdo de tecidos secundarios

(FIGURA 8B), pode ter influenciado nas respostas ndo significativas observadas
no presente trabalho.
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Figura 8 - Corte transversal da porcdo verde (PV) do caule de P. torta, com
auséncia de lignina (A). Corte transversal da porcdo marrom (PM) do
caule de P. torta (B). Barra = 100 um (A e B). Explante de P. torta
apos 45 dias da germinagéo in vitro (C). As setas indicam as regides
onde o caule foi seccionado. Barra= 1cm. (PM) Parénquima medular
(PC) Parénquima (FV) Feixe Vascular (Ep) Epiderme.

O corte da regido verde do explante (FIGURA 8A) revela crescimento
primario, com feixe vascular pouco desenvolvido e sem deposicdo de
substancias como lignina (apenas a coloragdo azulada promovida pelo azul de
astra). J& a porcdo marrom (FIGURA 8B) mostra organizacdo dos tecidos,

propria de crescimento secundario, com feixes vasculares melhor desenvolvidos
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e regides coradas pela safranina (em vermelho), indicando deposicdo de
substancias como lignina, suberina e cutina, por exemplo. Neste caso hd uma
maior proporc¢do de tecidos lignificados.

Ao se utilizar reguladores de crescimento, estas substancias poderdo
induzir a diferenciacdo, principalmente, em células do procdmbio (ALMEIDA et
al., 2012). A formacao da lignina esta diretamente envolvida com a producdo de
compostos fenodlicos, os quais, por meio de peroxidases, ddo origem a lignina.
Com a lignificacdo dos tecidos, o processo organogénico é concluido. Com a
deposicdo de lignina nas células, as rediferenciagcdes celulares sdo conduzidas
por uma minoria de células competentes, havendo uma relagdo na diminuigéo de
compostos fenodlicos com a obtencdo de respostas organogénicas desejadas
(RAI; BOUDDHA; ANSARI, 2016).

E possivel observar, na figura 8B, que as células do cambio vascular
apresentam deposi¢do de lignina. Isto pode interferir na disponibilidade de
células capazes de se rediferenciarem, por meio de estimulo de reguladores. Este
processo de lignificacdo pode ter dificultado o contato dos reguladores de
crescimento com as células competentes.

Para a rizogénese in vitro, houve diferenga significativa, para
porcentagem de enraizamentos, na interacdo entre tipos de auxinas (ANA e AIB)
e suas diferentes concentragdes. O melhor regulador foi o AIB e, dentre as
concentragdes utilizadas, destacaram-se as de 5 e 10 puM, nas quais foi
observada uma maior formag&o de raizes em comparagdo aos explantes tratados
com ANA (TABELA 8).
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Tabela 8 - Enraizamento, in vitro, de P. torta.

Concentragdo (UM)
Auxina 0 1 5 10
AlIB 20+0,10 Ba  20+0,04 Ba 450,15 Aa 65 +0,04 Aa
ANA 20+ 0,01Aa 15+0,15 Aa 10+0,04 Ab 14+ 0,01 Ab

Letras mailsculas diferentes diferem entre si na linha. Letras minGsculas diferentes
diferem entre si nas colunas. Scott Knott (p<0,05).

O numero de raizes, também, apresentou diferenca significativa para as
diferentes auxinas, destacando o AIB para a indu¢do do maior nimero de raizes
(FIGURA 9). Porém, ndo houve diferenca significativa entre os reguladores e
concentragdes estudadas.

Figura 9 - Média do ndmero de raizes formadas ao utilizar-se AIB e ANA em
explantes de P. torta. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si de acordo com o teste de Skott Knott (p<0,05).
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Para o tamanho das raizes ndo houve diferenca significativa (TABELA
8), com tamanho médio de 0,5 cm. Estes resultados corroboram com 0s
encontrados para Pouteria lucuma, nos quais o AlB foi superior ao ANA quanto
a porcentagem de enraizamento e o numero de raizes, ndo apresentando

diferencas entre as auxinas para o tamanho das raizes (PADILLA et al., 2006).

Tabela 9 - Média do tamanho de raiz de P. torta.

Concentragéo (UM )

0 1 5 10

Tamanho raiz

0,170,1 0,5+0,2 0,6+0,4 0,7+0,1
(cm)

Ndo foi obtido enraizamento ex vitro de nenhum explante, como
consequéncia ndo houve sobrevivéncia de nenhum deles. Entretanto, foram
observados cerca de 90% de sobrevivéncia dos explantes enraizados in vitro que
foram aclimatizados (FIGURA 10).

Figura10 - (A) Explante de P. torta enraizado in vitro. (B) Explantes
enraizados in vitro apos a aclimatiza¢do, com aproximadamente 3
meses. (C) Morte de todos os explantes enraizados ex vitro apds 30
dias na casa de vegetagdo. Barras= 1 cm.
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O cultivo in vitro oferece para o explante condi¢cdes muito diferentes do
ambiente externo, como baixa e constante luminosidade, temperatura controlada,
alta umidade, ocasionando modificacBes anatbmicas nos explantes, deixando-os
menos adaptados as variacdes do ambiente externo. Por isso, a transicdo do meio
in vitro para o ambiente ex vitro deve ocorrer de forma gradativa (PEDROTTI;
VOLTOLINI, 2001). Entretanto, explantes sem a presenca de raiz para absorver
agua e nutrientes podem nado conseguir se estabelecer fora do ambiente in vitro,
assim como observado em P. torta.

Além da pré-disposicao para lignificagdo, que pode ter interferido no
contado do regulador com as células competentes, outros fatores podem ter
influenciado o insucesso do enraizamento ex vitro. Dentre estes fatores destaca-
se 0 tempo. Ha explantes que necessitam de um maior tempo de imersédo de suas
bases, em solugdes com auxinas, outros necessitam de um tempo maior,
podendo este tempo variar de segundos a minutos (FERMINO-JUNIOR,;
RAPOSO; PEREIRA, 2011; PELIZZA et al., 2013), sendo necessario mais

estudos visando ao enraizamento ex vitro para P. torta.
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5 CONCLUSOES

As caracteristicas morfofisioldgicas das sementes de P. torta
demonstram que suas sementes sdo dispersas com 38,4% de teor de 4gua,
apresentando comportamento recalcitrante e tendo o amido como sua principal
fonte de reserva. O peso de mil sementes é de, aproximadamente, 2.400g, com
cerca de 417 sementes por quilo. Sua &rea corresponde a 2,55 cm?, didmetro
méaximo e minimo com 2,49 cm e 1,28 cm, respectivamente, apresentando um
perimetro de 7,57 cm. A germinacdo ex vitro da semente inicia-se por volta do
22° dia, ndo apresentando dorméncia fisica nas sementes.

Foi possivel estabelecer um protocolo, para a micropropagacdo da
espécie. A germinagdo in vitro de embriGes inicia-se, em torno de 9 dias,
quando inoculados em meio WPM, com maior velocidade de germinagéo na luz.
A presenga de BAP, TDZ ou BA, no meio de cultivo, induz a formagé&o de calos
na base de explantes, principalmente, na concentracdo de 1uM. H& uma maior
porcentagem de formagdo e numero de raiz quando utilizados 5 e 10 uM de
AIB, sendo 90% do explantes enraizados in vitro aclimatizados com sucesso.
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