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RESUMO

PAULA, MARIANA SILVA PEREIRA DE. Caracterizacio biométrica, cultivo e
conservacio in vitro de barueiro de ocorréncia natural do Cerrado goiano. 2018.
93p. Dissertacao (Mestrado em Agronomia/ Fitotecnia) — Programa de Pds-Graduagao
em Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

O barueiro (Dipteryx alata Vog.) ¢ uma frutifera nativa de grande destaque em meio a
flora do Cerrado brasileiro e vem apresentando boas perspectivas de cultivo e
comercializacdo. Assim, estabelecer o estudo de parametros biométricos de plantas,
frutos, sementes e de cultivo in vitro de barueiro ¢ interessante para se entender os
padrdoes que determinam o comportamento dessa espécie €, a0 mesmo tempo,
estabelecer metodologias para a sua conservagdo in vitro. Com isso, objetivou-se com
este trabalho realizar a caracterizagdo biométrica de matrizes, frutos ¢ sementes, além de
estudar e determinar o padrdao de plantulas no cultivo in vitro e desenvolver um
protocolo para a conservacdo in vitro de barueiro. Primeiramente, foram selecionadas
10 matrizes de barueiro, de ocorréncia natural do Cerrado goiano, e foi realizada a
caracterizacgdo e coleta de seus frutos para a realizagdo dos experimentos conduzidos no
Laboratério de Biotecnologia do Instituto Federal Goiano — Campus Urutai/GO. As
sementes das matrizes de barueiro foram inoculadas in vitro em meio de cultura e aos
35 dias de cultivo foram realizadas avaliacOes das caracteristicas biométricas das
plantulas in vitro quanto ao numero de foliolos, ao comprimento de parte aérea, ao
comprimento de raiz e didmetro do caule. Para a realizacdo da conservagao in vitro por
regime de crescimento lento, explantes de segmentos nodais foram inoculados em meio
MS 50% suplementado com 1,0 g L' de benzalaminopurina (BAP) e acrescido de
diferentes concentra¢des de manitol e sorbitol em diferentes condigdes de temperatura
(18°C e 20°C). As avaliagdes se basearam no numero de brotos e de foliolos
desenvolvidos. Aos 120 dias apds conservagdo, foi realizada a retomada de crescimento
com a utilizagdo de diferentes concentragoes de BAP. Através dos resultados obtidos,
conclui-se que as matrizes se apresentaram diferenciadas quanto as caracteristicas
biométricas avaliadas e promissoras quanto ao cultivo in vitro. Em relagdo a
conservagio in vitro, a temperatura de 18°C e o agente osmotico manitol a 20 g L se
destacaram mostrando crescimento lento até 120 dias de armazenamento. O BAP ndo
promove incremento na retomada de crescimento in vitro de barueiro. Contudo, ressalta-
se que este foi um dos trabalhos pioneiros no que se refere a conservagao in vitro de
barueiro e novos estudos devem ser realizados para se determinar ainda mais as
melhores condi¢gdes de conservacdo com o uso de baixas temperaturas e reguladores
osmoticos ao meio de cultura.

Palavras-chave: cultura de tecidos, biometria, reguladores osméticos, temperatura.

' Comité Orientador: José Magno Queiroz Luz — UFU (Orientador) e Muza do Carmo
Vieira
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ABSTRACT

PAULA, MARIANA SILVA PEREIRA DE. Biometric characterization, cultivation
and in vitro conservation of barueiro of natural occurrence of Cerrado of Goias.
2018. 93p. Dissertation (Masters in Agronomy/Phytotechny) - Federal University of
Uberlandia, Uberlandia, MG.!

The barueiro (Dipteryx alata Vog.) is a native fruit of great prominence in the midst of
the flora of the brazilian Cerrado and has presented good prospects of cultivation and
commercialization. Thus, to establish the biometric parameters of plants, fruits, seeds
and in vitro culture of barueiro is interesting to understand the patterns that determine
the behavior of this species and at the same time to establish methodologies for its in
vitro conservation. The objective of this work was to perform the biometric
characterization of mother plant, fruits and seeds, besides studying and determining the
seedling pattern in in vitro culture and to develop a protocol for the in vitro conservation
of barueiro. First, 10 mother plants of barueiro of natural occurrence of the Cerrado of
Goias were selected and the characterization and collection of their fruits were carried
out to performe the experiments conducted at the Biotechnology Laboratory of the
Federal Institute of Goids - Campus Urutai/GO. The seeds of the mother plants of
barueiros were inoculated in vitro in culture medium and at 35 days of cultivation, the
biometric characteristics of the seedlings were evaluated in vifro in relation to the
number of leaflets, shoot length, root length and stem diameter. For in vitro
conservation by slow growing regime, nodal segment explants were inoculated in 50%
MS supplemented with 1.0 g L'! of benzylaminopurine (BAP) and added with different
concentrations of mannitol and sorbitol at different temperature conditions (18°C and
20°C). The evaluations were based on the number of shoots and leaflets developed. At
120 days after storage, growth resumption was performed using different concentrations
of BAP. Through the obtained results, it was concluded that the matrices were
differentiated regarding the biometric characteristics evaluated and promising for the in
vitro culture. In relation to in vitro preservation, the temperature of 18°C and the
osmotic agent mannitol at 20 g L' stood out, showing slow growth up to 120 days of
storage. The BAP does not promote an increase in the in vitro growth of barueiro.
However, it is noteworthy that this was one of the pioneer works regarding the in vitro
conservation of barueiro and new studies must be carried out to further determine the
best conservation conditions with the use of low temperatures and osmotic regulators in
the medium of culture.

Keywords: tissue culture, biometry, osmotic regulators, temperature.

! Guidance Committee: Jos¢é Magno Queiroz Luz — UFU (Major Professor) and Muza
do Carmo Vieira — IFGoiano — Campus Urutai.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O bioma Cerrado possui uma ampla diversidade de plantas nativas com
potencial promissor para introdugdo ao cultivo, cuja variabilidade estd cada vez mais
ameagada por sua ocupagdo e com a expansdo da fronteira agricola e o extrativismo
predatorio. Essa situagdo pode levar a extingdo de muitas espécies, antes mesmo do
estudo e conhecimento do seu potencial economico (PEIXOTO et al., 2005).

Dentre as espécies nativas do Cerrado, o barueiro (Dipteryx alata Vogel) vem
apresentando boas perspectivas de cultivo e comercializacdo. Essa frutifera ¢ muito
valorizada pelo seu potencial de utilizagdo no ambito alimenticio, medicinal, industrial,
silvicultural, silvipastoril, paisagistico e no reflorestamento de areas degradadas, sendo
de grande importancia social, econdomica e ecoldgica nas regides do Cerrado
(CARVALHO, 2003; SANO et al., 2004; MORENO et al., 2007).

De acordo com Martinelli e Moraes (2013), D. alata ¢ uma das espécies que se
encontra na lista do Livro Vermelho com declinio verificado ou projetado de extingao
no bioma Cerrado. Sabendo dessa importancia socioecondmica que o barueiro
apresenta, torna-se necessario desenvolver técnicas que viabilizem o processo de
producdo de mudas, uma vez que as informagdes sobre essa espécie ainda sdo
incipientes. Os poucos relatos acerca da micropropagagdo de barueiro sdo com
germinagdo de sementes in vitro (MAMEDES; ARAUJO, 2010; SILVA; 2012;
PINHAL, 2012; SILVA et al., 2016a).

Cada espécie possui um padrao de desenvolvimento estabelecido e comandado
pelo seu patrimdnio genético (genotipo). No entanto, o complexo ambiental atua
sobremaneira sobre as tendéncias colocadas em ac¢do, modificando-as em varios
sentidos. O fendtipo € o produto final da interagdo genotipo-ambiente. Em condigdes
ambientais favoraveis prevalece o crescimento, ja a diferenciacdo prevalece quando as
condigdes se tornam subotimas para o crescimento (RIZZINI, 1997).

Nesse sentido, estudos relacionados a caracterizacdo do fendtipo, ou estudos
biométricos de plantas, bem como aqueles que envolvam o seu desenvolvimento sdo
necessarios para que se obter mais informagdes sobre espécies ainda pouco estudadas e
ndo domesticadas. Assim, estabelecer o estudo de parametros biométricos de plantas,

frutos, sementes e de cultivo in vitro de espécies nativas € interessante para se entender



os padrdes que determinam o comportamento dessas plantas e, ao mesmo tempo,
estabelecer metodologias para a conservagdo in vitro de frutiferas e em especial do
barueiro.

A conservacao in situ das espécies nativas estd comprometida pelos modelos de
manejo adotados na exploragdo dos recursos naturais (BASSINI, 2008), dessa forma, a
domesticagdo associada as técnicas de cultivo in vitro podem representar ferramentas de
grande potencial para sanar esse problema (SILVA et al., 2016a). Esse fato justifica a
necessidade do desenvolvimento de métodos de conservacao in vitro.

As técnicas tradicionais de preservacao sao complementadas por métodos da
cultura de tecidos através da conservagdo in vitro. Isso permite a manutencao de um
grande nimero de acessos em pequeno espaco fisico, livre dos riscos existentes em
campo, reduzindo os custos de manutengio e garantindo a fidelidade genética (LEDO et
al., 2014).

Para o sucesso da conservagdo in vitro ¢ fundamental o ajuste de metodologias
de conservacdo para as espécies vegetais e em especial para as frutiferas nativas do
Cerrado. Dentre as metodologias disponiveis, a técnica de crescimento minimo se
destaca por ser considerada a de menor custo se comparada a demais técnicas, ¢ também
a de mais fécil ajuste as espécies consideradas ainda selvagens e a que menos ocasiona
instabilidade genética nas espécies em cultivo.

Tendo isso em vista, o objetivo deste estudo ¢ realizar a caracterizagdo
biométrica de plantas, frutos, sementes, estudar e determinar o padrdo de plantulas no
cultivo in vitro e desenvolver um protocolo para a conservagdo in vitro de barueiro
(Dipteryx alata Vog.). Nessa mesma logica, propde-se aprimorar o processo de
micropropagacdo in vitro, para servir de base a produ¢do em larga escala de mudas,
além de contribuir com a ampliagdo dos conhecimentos para que se possa produzir sem
agredir ou depauperar o bioma Cerrado e, assim, possibilitar a manutengdo dessa

espécie nativa.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. O BIOMA CERRADO

2.1.1. Aspectos Gerais

O Cerrado ¢ considerado um dos hotspots mundiais, sendo uma das areas
prioritarias para a conservacdo, devido a sua riqueza em diversidade bioldgica e ao
elevado grau de ameaga em que se encontra. E o segundo maior Bioma da América do
Sul, ocupando uma area de 2.036.448 km? e equivalendo a 22% do territério nacional.
A sua area continua (Figura 1) incide sobre os estados de Goids, Tocantins, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhao, Piaui, Rondonia, Parana,
Sdo Paulo e Distrito Federal (SILVA et al., 2001; ROQUE, 2006; RIBEIRO;
WALTER, 2008; BRASIL, 2016).

FIGURA 1 — Mapa do bioma Cerrado (WWF-Brasil, 2015).

No Cerrado nasce grande parte das dguas que alimenta as trés maiores bacias
hidrograficas da América do Sul: Bacia do Sdo Francisco — formada pelo Rio Sao
Francisco, que nasce em Minas Gerais, na Serra da Canastra; Bacia do Amazonas —
formada pelos rios Tocantins e Araguaia e Bacia do Prata — formada pelo Rio
Paranaiba, o que resulta em um elevado potencial aquifero e favorece a sua

biodiversidade (CAETANO, 2002; BRASIL, 2016).
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Do ponto de vista da diversidade bioldgica, o Cerrado brasileiro detém 5% da
biodiversidade do planeta, sendo reconhecido como a savana mais rica do mundo, com
rica flora, contabilizando 4.400 endémicas (exclusivas) dessa area e abrigando 11.627
espécies de plantas nativas ja catalogadas. Mais de 220 espécies tém uso medicinal e
mais 416 podem ser usadas na recuperacdo de solos degradados, como barreiras contra
0 vento, prote¢do contra a erosao ou para criar habitat de predadores naturais de pragas
(BRASIL, 2016).

Segundo Ribeiro e Walter (2008), o Cerrado ¢ um complexo de biomas
distribuidos em um grande mosaico de varios tipos de vegetacdo (Figura 2), desde
fisionomias campestres (Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre), savanicas
(Cerrado sentido restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda) e até florestais (Mata

Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerradao).

CERRADO (SENTIDO AMPLD)

MATA CILIAR MATA  MATA SECA
DE GALERIA

CERRADAD CERRADD CAMPO VEREDA E
(SENTIDO RESTRITO) PALMEIRAL

s A

FORMACOES FORMACOES FORMACOES  FORMACOES
FLORESTAIS SAVANICAS CAMPESTRES  SAVANICAS

FIGURA 2 — Mapa demonstrativo dos tipos de vegetacdo do bioma Cerrado (WWF-
Brasil, 2015).

Em estudos, Oliveira-Filho e Ratter (2002) citam que varios fatores ambientais
podem influenciar na distribuigdo fitofisiondmica e floristica do Cerrado,
compreendendo desde o regime de fogo, o clima, o tipo de solo (fertilidade e
drenagem), o relevo, as flutuacdes climaticas e até os disturbios antropicos.

O relevo encontrado na regido do Cerrado pode variar de plano a suavemente
ondulado, com inclinacdes leves, geralmente menores que 3%. Apenas 5,5% da area do
Cerrado estao em altitudes acima de 900 m, a propor¢ao maior do relevo, cerca de 50%,
encontra-se em altitudes que variam entre 300 m e 600 m (ALHO; MARTINS, 1995).

Uma das caracteristicas marcantes desse bioma € a sua sazonalidade, sendo
regido por um periodo chuvoso, que dura de outubro a marco, e por um periodo seco,

que dura de abril a setembro. A precipitacdo média anual no bioma ¢ de 1500 mm e a
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temperatura média anual em torno de 22°C a 27°C. As méaximas absolutas mensais nao
variam muito ao longo dos meses do ano, podendo chegar a mais de 40°C (KLINK;
MACHADO, 2005; SILVA et al., 2008).

Os solos do Cerrado sao profundos, bem drenados, com predominancia de
Latossolos em 46% da area. Esses geralmente sdo ricos em argila, de baixa fertilidade e
com alta concentragdo de ferro e aluminio, o que os torna extremamente acidos. A
capacidade de troca de cations ¢ extremamente baixa, tanto na camada aravel, como nas
camadas sub-superficiais; a toxidez de aluminio nas camadas abaixo da camada aravel,
associada a baixos niveis de calcio, €, certamente, o fator mais limitante para o
desenvolvimento radicular das culturas, em profundidade (SILVA et al., 2001).

Para Coutinho (1992) o fogo ¢ outro associado a estrutura da vegetacdo do
Bioma Cerrado. Queimadas frequentes reduzem substancialmente a manutengdo e
renovagdo das arvores. As queimadas matam, ainda, os brotos terminais mais expostos.
Surgem entdo os brotos laterais, que dao continuidade ao crescimento. Assim,
sucessivas queimadas provocam sucessivos rebrotamentos laterais, determinando o
desenvolvimento de formas tortuosas.

A vegetagao tipica do Cerrado ¢ constituida por arvores relativamente baixas (3
m a 6 m de altura), troncos tortuosos, de baixo porte, ramos retorcidos, cascas espessas
e folhas grossas, esparsas, disseminadas em meio a arbustos, subarbustos e uma
vegetacao baixa constituida, em geral, por gramineas. Apresenta plantas que possuem
raizes profundas e, com isso, desenvolveram capacidade de buscar agua no subsolo;
assim, mesmo nos meses mais secos, estdo com suas raizes em camadas de solo sempre
umidas; j& nas gramineas, que sdo constituidas de sistema radicular superficial, a parte
aérea nesta época seca completamente (FERRI, 1977).

Os argumentos de Pinheiro ¢ Monteiro (2010), no entanto, sugerem que tanto a
morfologia quanto as caracteristicas fisiondmicas e floristicas que definem o Cerrado
tém sido resultado de eventos climaticos que comecaram a ocorrer no final do Terciario
e com pico durante o Quaterndrio, somando-se a um extenso processo de selecdao
exercida pelos solos distroficos e fogo, tipicos da seca ambiente que predominou na
regido Neotropical no passado.

Sabe-se que o Cerrado se manteve quase inalterado, até a década de 1950. Com
a interiorizacdo da capital nacional, a partir dessa década, grandes extensdes de terra
deram lugar a pecudria e a agricultura extensiva, como de soja e arroz. Tais mudancas

ocorreram pela implantacao de infraestrutura, vidria e energética, e também pela
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descoberta de novas vocagdes para os solos regionais, permitindo atividades agrarias
rentaveis. A partir das décadas de 1970 e 1980, segundo Alho & Martins (1995) houve
rapido deslocamento da fronteira agricola, com base em desmatamentos, queimadas,
uso de fertilizantes quimicos e agrotdxicos, que resultaram em 67% de areas do Cerrado
“altamente modificadas”. Na atualidade, devido as condi¢des privilegiadas de
topografia, do solo, a regido do Cerrado ¢ a principal produtora de graos e gado de corte
do Brasil.

A pecuaria extensiva ocupa mais de 65% das areas disponiveis para as praticas
agricolas no Cerrado, caracterizando-se como uma atividade de baixa tecnologia e
produtividade, e que exige grandes extensdes de terra. De forma analoga, a agricultura
também ¢ responsavel pelo aumento do desmatamento, na medida em que fatores como
a grande disponibilidade de terras, topografia plana e suavemente ondulada e o
desenvolvimento de técnicas para a corre¢do do solo, possibilitaram o avanco da
fronteira agricola sobre o Cerrado de forma acelerada (QUEIROZ, 2004).

O réapido avango da agropecudria sobre o Cerrado, principalmente na década de
1960 em diante, reduziu significativamente a quantidade de areas nativas, ocasionando
consequentemente a reducdo da quantidade de fruteiras. Assim, torna-se cada vez mais
dificil ter acesso aos frutos nativos e escassez dos seus sabores gradativamente se faz
presente (CONSEA, 2004).

Segundo Silva et al. (2001), Peixoto et al. (2005) e Cunha et al. (2008), apesar
de toda a diversidade que possui, o Cerrado ¢ um dos biomas mais ameagados do pais.
A forma de ocupacdo do Cerrado, apoiada no modelo agricola vigente, vem
contribuindo de forma significativa para a descaracterizacdo e degradagdo destas areas e
colocando em risco de extin¢do inumeras espécies. Estima-se que 20% das espécies
nativas e endémicas presentes no Bioma Cerrado ja ndo ocorrem em areas protegidas,
devido a rapida expansao da fronteira agricola e ao extrativismo predatdrio, o que pode
levar a extingdo antes mesmo do estudo e conhecimento do potencial econdmico de

muitas espécies, principalmente das frutiferas nativas.

2.2. FRUTIFERAS NATIVAS DO CERRADO

A produgdo de espécies frutiferas do Cerrado tem tido destaque econdmico nos
ultimos anos, sendo responsavel pela complementacdo da renda familiar de pequenos

agricultores, principalmente. Neste contexto social, Silva; Egito (2005), os frutos do
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Cerrado destacam-se por fazer parte da cultura e alimentagdo das populagdes que nele
vivem.

As frutas nativas brasileiras e, especialmente as de ocorréncia na regido Centro-
Oeste, ja eram usadas pelos povos indigenas desde épocas remotas. Seus frutos
desempenhavam papel fundamental na alimentagdo dos desbravadores e colonizadores
da regido, principalmente no que se refere ao elevado valor nutricional, como o
fornecimento de vitaminas e de alguns minerais essenciais a saude, além de atrativos
sensoriais como a cor, sabor e aroma peculiares e intensos. Apesar disso, esses frutos
ainda sdo pouco explorados e/ou estudados comercialmente (ALVES; FRANCO, 2003;
AGOSTINI-COSTA; VIEIRA, 2008).

Mais de 10 tipos de frutos comestiveis sdo destaques do Bioma Cerrado, como
os frutos do pequi (Caryocar brasiliense), buriti (Mauritia flexuosa), mangaba
(Hancornia speciosa), cagaita (Eugenia dysenterica), bacupari (Salacia crassifolia),
cajuzinho do cerrado (Anacardium humile), araticum (Annona crassifolia) e as
castanhas do baru (Dipteryx alata) (BRASIL, 2016).

Apresentando sabores sui generis, além de elevados teores de proteinas,
vitaminas, agucares e sais minerais, os frutos do cerrado sdo muito utilizados para o
consumo in natura ou para a producdo de doces, geleias, sucos, sorvetes e licores,
sendo, assim, potencial para familias que se favorecem com o ecoturismo regional,
pratica em crescente expansao na regido Centro-Oeste (SILVA et al., 2001).

O interesse pelos frutos nativos do Cerrado tem atingido diversos segmentos da
sociedade, dentre os quais se destacam agricultores, industrias, comerciantes,
instituicdes de pesquisa e assisténcia técnica, cooperativas, universidades, orgdos de
satde e de alimentagio, entre outros (GUIMARAES et al., 2008). Eles também j4 estdo
sendo comercializados em feiras da regido Centro-Oeste, nas margens das rodovias, nas
centrais de abastecimento (CEASASs) e, at¢ mesmo, em redes de hipermercados, com
pregos competitivos e com grande aceitacdo pelo consumidor (AGOSTINI-COSTA et
al., 20006).

As frutas nativas, além do seu potencial nutricional, sdo de rara beleza, podendo
e devendo ser usadas em projetos paisagisticos e de urbanizagdo. Podem ser utilizadas
com sucesso na formagdo de pomares domésticos e comerciais, na recuperagio de areas
desmatadas ou degradadas; no plantio intercalado com florestas; no enriquecimento da
flora; no plantio em parques e jardins; no plantio em areas acidentadas, para controle de

erosao, e no plantio de areas de protecao ambiental. E uma grande riqueza de espécies
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que podem ser consideradas plantas do futuro, ainda ndo exploradas pelas comunidades
locais e por aqueles que se dedicam ao paisagismo (MOTTA, 2012).

Além dessas caracteristicas, as frutas nativas sdo também responsaveis pela
sobrevivéncia de inumeras espécies animais que se alimentam delas. Animais como o
lobo guard, a raposa do campo, miquinhos, quati, anta, macaco prego, cachorro do mato
e inimeras aves. Muitas espécies do Cerrado fazem parte da flora apicola (MORETI et
al, 2006; VIEIRA et al, 2008) e algumas tém propriedades medicinais, tais como:
antirreumatica, emoliente, anticélicas, adstringentes, combatem as disenterias, anginas e
aftas. (RODRIGUES; RODRIGUES, 2001; RODRIGUES; CARVALHO, 2001;
GUARIM NETO; MORALIS, 2003; OLIVEIRA, 2011).

Com sabores acentuados e elevados teores de fibras, vitaminas, sais minerais e
antioxidantes, essas fruteiras que crescem em meio a vegetacdo nativa apresentam um
mercado emergente e potencial a ser explorado, principalmente por agricultores
inseridos em programas de agricultura familiar e agroecologia. Utilizar fruteiras nativas
como fonte de fitoquimicos para uso na alimentacdo pode oferecer muitas
oportunidades para a industria de alimentos e alimentos funcionais (CAVALCANTE,
2010).

Os programas governamentais pouco incluem as frutiferas nativas como tema ou
fonte de alimentagdo alternativa. Esses programas utilizam produtos de outras regides e
consequentemente induzem a um padrdo de consumo de alimentos que ndo sdo
produzidos localmente. E necessaria a conscientizagio de agricultores para que se
resgate e valorize o uso das fruteiras nativas na alimentacdo das familias. Também, ¢
preciso haver programas de governo que incentivem essa utilizagdo e apoiem iniciativas
para identificar e maximizar as técnicas e estratégias de manejo, beneficiamento e
comercializacao de frutiferas nativas que ocorrem na regido (AGOSTINI-COSTA et al.,
2006).

Segundo Silva et al. (2001), cem gramas de sementes de baru fornecem 617
calorias e 26% de proteina. Em 100 g de polpa de pequi, encontramos 20 mil
microgramas de vitamina A e 100 g de polpa de buriti contém 158 mg de célcio. Diante
disso, os frutos do Cerrado apresentam enorme potencial para serem inseridos na
merenda escolar (conforme rege a Lei Federal n® 11.947/2009 - CONSEA, 2004) de
forma in natura, enriquecendo a alimentagdo infantil, garantindo ricas fontes de
vitaminas, de proteinas e de sais minerais (SOUZA; NAVES, 2016). Porém, destaca-se

as dificuldades e os desafios para a incrementagao dos frutos do cerrado na merenda
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escolar devido a indisponibilidade desses no mercado, como mostrado por Monego et
al. (2013) em estudos com baru, buriti, cagaita, jatoba, mangaba e pequi com vistas a

sua inser¢ao na alimentacao escolar.

2.3. BARUEIRO

2.3.1. Origem e distribuiciao

O barueiro (Dipteryx alata Vog.) € nativo do Cerrado brasileiro, de ocorréncia
natural nas formagoes florestais Cerraddo e Mata, nas areas de transi¢ao entre Cerrado e
Mata Estacional ou Mata de Galeria ¢ no Cerrado sentido restrito (SANO et al., 2004,
SILVA JUNIOR, 2005). Sua distribui¢do ¢ ampla no Brasil, podendo ser encontrado
nos estados de Goias, Bahia, Maranhao, Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Para, Ronddnia e Tocantins (Figura 3), com registros de coleta de frutos
no Estado de S3o Paulo (SILVA JUNIOR, 2005; RIBEIRO et al., 2006; CARRAZZA;
AVILA, 2010).

FIGURA 3 - Distribuicao geografica do barueiro (Dipteryx alata Vog.) no Cerrado.
Fonte: Nabout et al. (2010).

A ocorréncia da espécie se da principalmente em locais com solos mais
drenados, apresentando distribuigdo irregular na paisagem, podendo formar grandes
agrupamentos (SANO et al, 2004). E mais abundante em Cerradio e Mata
Semidecidua, em solos areno-argilosos (FILGUEIRAS; SILVA, 1975) de fertilidade
média (solos mesotroficos), podendo ser considerada fracamente calcifila (RATTER et

al., 1978). Visto a sua ampla ocorréncia territorial, representa recurso natural de
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importante potencial econdmico para as populagdes tradicionais e para a

sustentabilidade do Bioma Cerrado.

2.3.2. Aspectos botanicos

A espécie Dipteryx alata Vog. ¢ uma leguminosa arborea da familia
Leguminosae (Fabaceae), com cerca de 18.000 espécies agrupadas em trés subfamilias
com caracteristicas florais bastante distintas: Caesalpinoideaec, Mimosoideae ¢
Faboideae. Nessa ultima subfamilia, de ampla distribui¢dao, com aproximadamente 482
géneros ¢ 12.000 espécies, inclui-se o género Dipteryx. As plantas lenhosas deste grupo
sdo mais representadas nas regides tropicais, enquanto as herbaceas, que possuem
caracteristicas mais avancadas, s3o mais difundidas nas regides temperadas
(BARROSO, 1991).

Essa espécie possui diferentes denominagdes comuns de acordo com sua regido
geogréafica, tais como: baru ou barueiro nos estados de Goias, Tocantins, Minas Gerais e
Distrito Federal, cumbaru em Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Barujo e coco-feijao no
Mato Grosso, emburena brava, pau cumaru, cumarurana ou fruta-de-macaco em outras
regides brasileiras (GUIMARAES et al., 2008; LORENZI, 2008).

O barueiro (Figura 4 A) ¢ uma arvore de grande destaque em meio a flora do
Cerrado. E uma arvore de grande porte, com altura média de 15 m e pode chegar a
medir 25 metros de altura, com 70 cm de didmetro e com vida til em torno de 60 anos.
Com copa densa, variando de alongada a arredondada, apresenta crescimento rapido,
sendo importante para a fixagdo de carbono da atmosfera. Possui tronco (Figura 4 B)
com ritidoma de cor amarelada, sua casca apresenta cor cinza-claro ou creme, com
estrias transversais de formato irregular descamantes, deixando reentrancias de cor

creme (SANO et al., 2004; CARRAZZA; AVILA, 2010).
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FIGURA 4 — Arvore adulta de barueiro, com copa densa e arredondada, de ocorréncia
natural do Cerrado goiano (A); Tronco de barueiro (B). Foto: Mariana Silva Pereira de
Paula, 2018.

As folhas sdo alternas (Figura 5 A), exceto as folhas primordiais, compostas
pinadas e pecioladas. O nimero de foliolos ¢ de 7 a 12, alternos ou subopostos,
subsésseis ou com peciolo de at¢ 2 mm de comprimento. O limbo ¢ oblongo ou
raramente suborbicular, com 4 a 13 cm de comprimento ¢ 2 a 6,5 cm de largura,
cartaceo, com diminutas pontuacdes transliicidas; dpice obtuso a abrupto-acuminado;
base desigual arredondada, truncada ou subcordada; nervura mediana plana na fase
ventral; nervuras secunddrias numerosas, ascendentes, igualmente salientes nas duas
faces (ALMEIDA et al., 1998; SILVA-JUNIOR, 2005).

A espécie D. alata é aldbgama e autocompativel, porém apresentam mecanismos
para evitar ou reduzir a autopolinizacdo espontdnea como a presenga de pelicula
estigmatica que impede a germinacdo do polen (OLIVEIRA; SIGRIST, 2008).

A inflorescéncia do tipo panicula (Figura 5 B) ¢ formada na parte terminal dos
ramos e nas axilas das folhas superiores, bracteada, com cerca de 200 a 1000 flores;
bracteas valvares com pontuagdes translucidas, caducas antes de antese. As flores
(Figura 5 C, D) sdao hermafroditas com aproximadamente 0,8 cm de comprimento,
curtopediceladas; calice petaloide, alvo, com trés dentes diminutos e dois maiores,
oblongos, ciliados, simulando um vexilo, com mancha carmim; corola papilionacea,
alva; vexilo suborbicular, emarginado; alas e carenas livres, longo-unguiculadas,

elipticas; com 10 estames subiguais, monadelfos; anteras rimosas, ovais. O ovario ¢
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supero, unilocular, breve-estipitado, linear, com um sé 6vulo parietal inserido proximo

ao apice (ALMEIDA et al., 1998).

FIGURA 5 — Folha alterna e composta de barueiro contendo foliolos subopostos (A);
Inflorescéncia de barueiro do tipo panicula (B). Flores de barueiro (C e D). Foto:
Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.

O fruto ¢ do tipo drupa (Figura 6 A), ovoide, possui cerca de 4 a 5 cm de
comprimento, ¢ levemente achatado, com cdlice persistente, marrom-claro. Possui cerca
de 3 a 6 cm de comprimento e de 1,5 a 4,5 cm de largura e massa de 14 a 43 g. O
endocarpo ¢ lenhoso, de cor mais escura que o mesocarpo fibroso. Apenas uma Unica
semente ¢ obtida por fruto, com cerca de 2 a 2,5 cm de comprimento, representando
apenas 5% da massa em relacdo ao fruto (SANO et al., 2004; PIMENTEL, 2008).

A semente elipsoide (Figura 6 B, C) apresenta dimensdo e massa variadas, o
comprimento varia de 1 a 2,6 cm, a largurade 0,9 a 1,3 cm e amassade 09a 1,6 g. A
cor brilhante do tegumento varia de marrom amarelada ou avermelhada a quase preto,
algumas apresentam fissuras transversais mostrando a cor branca a creme dos
cotilédones (SANO et al., 2004).

Cerca de 90% dos frutos apresentam sementes sadias. Em cada quilograma,
pode-se ter em média 30 frutos ou 700 sementes de baru. A semente pesa em média 1,2
g, representando 5% em relacdo a massa do fruto inteiro. No entanto, o tamanho do
fruto assim como a massa das sementes varia com a arvore e também com a regido

(SANO et al., 2004).
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(C). Foto: Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.

2.3.3. Aspectos ecologicos

O barueiro possui safra intermitente com variagdes bruscas de intensidade de
producdo de frutos de um ano para o outro, o clima pode ser um dos fatores inerentes.
Para efeitos praticos, no que diz respeito a utilizagdo comercial, apresenta uma safra
produtiva a cada 2 anos. Uma arvore adulta produz cerca de 150 kg de fruto por safra
produtiva (CARRAZZA; AVILA, 2010).

A espécie apresenta floracdo e frutificagdo durante a estagao chuvosa e dispersio
das didsporas na estacdo seca subsequente. Sendo assim, a floragdo ocorre de novembro
a fevereiro e a frutificagdo de janeiro a margo, porém dependendo da localidade pode-se
encontrar frutos maduros de julho a outubro. A maturagao fisioldgica da semente ocorre
com o inicio da queda dos frutos e das folhas. A renovacdo de folhas, quando ocorre, ¢
tardia e durante a estacdo seca de julho a setembro, pode ser atribuida a restri¢ao hidrica
ou ainda a uma estratégia evolutiva para auxiliar na fuga de herbivoros (ALMEIDA et
al., 1998; BULHAO; FIGUEIREDO 2002; SILVA-JUNIOR, 2005; PIMENTEL, 2008).

Essa frutifera apresenta frutos maduros durante a estacdo seca no Cerrado, sendo
uma espécie importante para alimentacdo de aves, quirdpteros, primatas e roedores
nessa época. A dispersdao dos frutos € barocorica (por gravidade) e também zoocorica.
Neste ultimo caso, os morcegos retiram os frutos das arvores e levam para pouso de
alimentacdo deixando cair no caminho (MACEDO et al., 2000).

Os bovinos ingerem o fruto inteiro e eliminam o carogo, tanto sob arvores,
quanto nas areas onde permanecem para ruminar (malhador ou maromba). Ja os
primatas, incluindo os humanos, consomem tanto o mesocarpo como as sementes,

sendo mais predadores que dispersores (SANO et al., 2004).
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Outros consumidores s3o a arara-azul (Anodorhynchus hyacinthinus) e roedores
como a cotia (Dasyprocta variga). Estas espécies se alimentam das sementes e também
as enterram em pontos estratégicos, enquanto cupins, formigas e pequenos besouros se
alimentam do mesocarpo facilitando sua germinacao (MACEDO et al., 2000).

As flores do barueiro sdo visitadas por muitas abelhas, entre as quais foram
observadas cinco familias, 32 géneros e 34 espécies, sendo as mais representativas
Apidae (70%) e Andrenidae (12%). A identifica¢do do polinizador efetivo ainda ndo foi
realizada, porém outros insetos das ordens Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera, ja
foram encontrados, sendo talvez importantes polinizadores, pois o fato de visitarem as
flores acaba promovendo o fluxo de pdlen entre os individuos (OLIVEIRA; SIGRIST,
2008; PIMENTEL, 2008).

Em vérias locais da regido do Cerrado, os barueiros adultos da vegetagdo nativa
original sdo mantidos na pastagem, devido a sua importancia para sombra e alimentagao
para o gado ou por ser uma arvore de madeira dura. O estudo de Brito (2004) nas
pastagens em Pirendpolis, GO, mostrou que muitas plantas jovens ocorrem proximas a
arvore-mae até o final da estacdo chuvosa, mas ndo foram observados individuos jovens
no final da estacdo seca. A causa da mortalidade das plantulas pode ser devido ao
consumo das folhagens ou pisoteio pelo gado, ou também pelo manejo adotado, de

rogar os arbustos da pastagem.

2.3.4. Potencial socioecondomico

A demanda por produtos oriundos de espécies nativas e de sabor exotico €
crescente tanto no mercado interno quanto externo e a espécie D. alata vem
apresentando vastas qualidades, devido a uma gama de aplica¢des dos seus produtos,
para a comercializacao.

O oleo da améndoa de baru contém cerca de 80% de acidos graxos insaturados,
apresenta predominancia dos acidos graxos oleicos (0mega-9) e linoleicos (0mega-6)
(VERA; SOUZA, 2009; FREITAS; NAVES, 2010). Em indices de saponificacdo e de
10odo, esse Oleo se assemelha ao 6leo de amendoim e do azeite de oliva. Os teores de
lipideos (45%) e de proteinas (29,6%) contribuem para o valor energético de
aproximadamente 500 kcal/100g. Esse 6leo ¢ muito utilizado na industria farmaceéutica,

empregado como antirreumatico e apresenta propriedades sudoriferas, tonicas e
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reguladoras da menstruacdo, sendo também usado em tabacaria como aromatizante do
fumo e na produgdo de biodiesel (TAKEMOTO et al., 2001).

Por ser uma arvore de copa larga, de folhagem verde-escura a verde-clara,
fornece boa sombra durante a primeira metade da estagdo seca, mas ¢ brevemente
caducifélia no final dessa estacdo, pode ser usada no paisagismo, com bom crescimento,
baixa exigéncia de aduba¢do e de manutengdo. Por sua alta produg¢do de massa foliar,
essa espécie ¢ indicada para a recuperacao de areas degradadas (SANO et al., 2004).

Na alimentacgao, tanto a polpa (mesocarpo) quanto a améndoa (semente) de baru
sdo utilizadas. A polpa abriga uma améndoa dura e comestivel, chamada de castanha do
baru, que representa 5% do rendimento em relacdo ao fruto inteiro, apesar de ser ainda
pouco utilizada na alimentacdo humana, apresenta um valor economico consideravel
(TAKEMOTO et al., 2001).

O sabor da améndoa ¢ agradavel e menos acentuado que o do amendoim, seu
valor energético ¢ mais elevado que a polpa, de 476 a 560 kcal/100 g, na sua maioria
composta de lipidios, proteinas, fibras soliveis e menor quantidade de acucares,
podendo ser consumida in natura ou ser usada na fabricacao de produtos alimenticios,
de forma torrada, como aperitivo ou em inumeras receitas doces como pé de moleque,
pagoca, rapadurinhas entre outras (SANO et al., 2004).

A casca e a polpa do baru constituem ingredientes viaveis para aplicagdo
tecnologica na elaboragdo de paes integrais, bolos, licores e geleias, conferindo melhora
das caracteristicas nutricionais e atributos sensoriais, pois sao fontes de carboidrato,
proteina e 6leo. A polpa apresenta valor caldrico de aproximadamente 300 kcal/100 g,
na sua maioria composta de carboidratos, predominantemente por amido, fibras
insoluveis e acucares (SANO et al., 2004; NEPOMUCENO, 2006; ROCHA;
CARDOSO SANTIAGO, 2009).

2.3.5. Mercado

A exploragdo dos frutos de barueiro (Dipteryx alata Vog) ¢ feita em sua maioria
por agricultores familiares que complementam suas rendas com a venda das castanhas
em periodos de entressafra de produtos agricolas. No entanto, ndo ha regularidade na

comercializacdo do baru em razdo da sazonalidade da frutificacdo, irregularidade das

quantidades produzidas e dificuldade de estocagem do produto (FREDDO, 2013).
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Segundo Soares (2015), uma forma de otimizar a producdo e garantir maior
rentabilidade aos extrativistas ¢ a organizacdo de associagdes ou cooperativas, como
vem ocorrendo em Pirenopolis (GO) e no interior dos estados de MT e MS. Essa forma
de organizagdo garante aos extrativistas maiores rentabilidades, ja que recebem apoio e
orientacdo desde a coleta até a comercializacdo do produto final, passando pela quebra
dos frutos ¢ da torragao.

Desde que o baru passou a constar na pauta de produtos abrangidos pela PGPM-
Bio no ano/safra de 2011/2012, o preco minimo ¢ calculado sobre o fruto, no intuito de
contemplar os extrativistas que agregam valor a produ¢do com a quebra do fruto e
posterior comercializagdo da améndoa (SOARES, 2015).

O pre¢o minimo na safra de 2015/2016, da améndoa de baru, foi de R$12,05/kg,
conforme Portaria n°® 142 de 08/07/2015 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — Mapa, sendo o Estado de Goias o primeiro a iniciar a pesquisa de
precos ao valor de R$ 22,25/kg, nos meses de julho e de agosto. J& em setembro,
ocorreu ligeiro aumento, na ordem de 17% e o prego fechou em R$ 26,13/kg, ou seja,
valor acima do pregco minimo estipulado pelo Governo Federal, que ¢ de R$ 12,05/kg
(SOARES, 2015).

No exercicio de 2016, a Conab deu inicio a pesquisa de precos também nos
estados de Minas Gerais, Mato Grosso € Mato Grosso do Sul e o prego recebido pelo
produtor ficou muito acima do minimo fixado pelo Governo Federal na safra 2015/16,
passando para R$13,22/Kg, sofrendo um reajuste em 9,7% na safra 2016/17.

De acordo com Souza et al. (2016) na regido do municipio de Orizona, no
povoado de Buritizinho, ha cerca de 25 familias envolvidas com o extrativismo do baru,
sendo que muitas dessas pessoas tém nesse produto a principal fonte de renda na época
da safra que vai de agosto a novembro. Segundo informacdes locais, existe muito baru
nesta regido e essa producdo € quase toda comprada por atravessadores que vém do
estado de Sao Paulo, comprando o saco de 60 Kg do fruto com casca por,
aproximadamente, R$10,00. Sendo que, depois de extraida a améndoa, o seu valor
chega a 3,00/Kg.

Diante disso, Souza et al. (2016) ressaltam que beneficiar a améndoa torna-se
necessario para agregar mais valor ao produto e que esta sendo essa uma das estratégias
que a maioria dos produtores extrativistas estdo adotando. Ao ensacar a améndoa em

saquinhos de 100g, obtém-se um valor de venda proéximo a R$ 5,00 e na época de pico
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de safra o preco oscila entre R$ 25,00 e RS 42,00 e na entressafra, RS 60,00,

dependendo da oferta e da demanda.

2.4. CARACTERIZACAO BIOMETRICA DE FRUTOS E SEMENTES

Quanto aos parametros morfolégicos, nota-se que poucas espécies foram
estudadas em detalhe, o que mostra a importancia de trabalhos nessa area. Poucos
estudos procuram observar parametros como o didmetro do caule, altura da arvore,
diametro de copa e altura de copa. Saber como as plantas nativas respondem a
heterogeneidade ambiental por meio de ajuste morfologico e/ou fisioldgico ao ambiente
¢ de fundamental importancia para que programas de manejo e conservagdo de reservas
ecoldgicas possam ser elaborados com maior eficiéncia (ROCHA FILHO;
LOMONACO, 2006).

Estudos da biometria dos frutos e sementes constituem um instrumento
importante para identificar a variabilidade genética dentro de populacdes de uma mesma
espécie, e as relagdes entre essa variabilidade e os fatores ambientais podendo, dessa
forma, ser utilizados em programas de melhoramento genético (CARVALHO et al.,
2003).

As espécies tropicais nativas apresentam diferengas marcantes quanto ao
tamanho dos frutos, nimero e tamanho das sementes. Entretanto, sdo poucos os estudos
referentes a biometria de frutos e sementes das espécies menos utilizadas
comercialmente e esses poderiam ampliar o conhecimento sobre elas. Segundo Cruz et
al. (2001) os barueiros expressam grande variabilidade em relagdo ao tamanho dos
frutos e numero de sementes nos frutos, sendo assim, a biometria torna-se uma
ferramenta importante para selecionar matrizes com maior produtividade.

A biometria da semente também estd relacionada as caracteristicas da dispersao
e do estabelecimento de plantulas (FENNER, 1993). Durante a maturacdo, as sementes
crescem em tamanho até atingir o valor caracteristico para a espécie (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000). Dentro da mesma espécie existem, porém, variagoes individuais
devido as influéncias sofridas durante o seu desenvolvimento e pela variabilidade
genética existente (TURNBULL, 1975).

Embora muitas das adaptagdes estruturais das plantas sejam conhecidas, as
informacdes ainda sao limitadas a poucas espécies. Muitos dos aspectos da morfologia e
biometria da maioria das espécies nativas sdo desconhecidos frente a riqueza e

diversidade dessas. As informagdes obtidas a partir da biometria dos frutos e sementes
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podem servir de base para a conservacao e exploragdo dos recursos de valor econdmico,
permitindo um incremento continuo da busca racional e uso eficaz dos frutos
(GUSMAO et al., 2006).

Outro fator relevante quanto a determinacdo biométrica de frutos esta
relacionado ao fato de constituir importante instrumento para detectar a variabilidade
dentro de uma mesma populacdo ou entre populacdes de uma mesma espécie, conforme
verificado por Gusmao et al. (2006) e Corréa et al. (2008).

Entretanto, estudos de procedéncias da deiscéncia em diferentes anos de colheita
tém mostrado variabilidade genética na espécie e evidenciam que os frutos e sementes
possuem variagdo anual quanto as suas caracteristicas morfoldgicas (SANO et al., 1999,
CORREA et al., 2008). Para Oliveira et al. (2006) o estudo de populagdes de espécies
nativas, de acordo com as varidveis fenotipicas e genéticas, ¢ de grande interesse,
devido a intensa antropizac¢ao dos sitios de ocorréncia, o que levaria a uma quebra no
padrdo natural de fluxo génico dessas populagoes.

As diferencas edafoclimaticas das areas de colheita dos frutos, segundo Barrios e
Souza Junior (2009) podem limitar a expressdo do potencial genético em algum
momento durante o ciclo. Os caracteres quantitativos ou métricos sofrem grande
influéncia do ambiente, os autores relatam que para esses caracteres ¢ comum a
presenca da intera¢do de gendtipos/ambientes, que pode ser definida como o efeito
diferencial dos ambientes sobre os genotipos ou a resposta diferencial dos gendtipos a
variagdao ambiental.

Para Gongalves et al. (2013) o conhecimento da variagdo biométrica de
caracteres de frutos e sementes ¢ importante para o melhoramento dessas caracteristicas,
seja no sentido de aumentar ou uniformizar as caracteristicas ou explora-las por meio de
programas de melhoramento, visando a sele¢dao e melhoramento genético dessa fruteira
para obtencdo de cultivares que propiciem frutos com caracteristicas importantes para a

comercializacao.

2.5. CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS DE ESPECIES DO CERRADO

A cultura de tecidos € um conjunto de técnicas de propagagdo de espécies
vegetais com notoérios impactos, contudo, estd em estagio inicial para as plantas nativas

do Cerrado, pois ainda se encontram em estado selvagem (ALMEIDA, 2009).
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A flora do Cerrado ¢ rica em espécies e boa parte apresenta propagagdo
seminifera dificultada, seja por heterogeneidade no processo de maturacdo dos frutos,
ou seja por algum tipo de dorméncia de sementes (PINHAL et al., 2011). Muitas
espécies possuem sementes recalcitrantes, o que interfere na sua viabilidade e
longevidade. O Cerrado ainda enfrenta problemas com sua destrui¢do constante por
queimadas e por extrativismo predatorio, o que leva a perda de material genético
promissor, sendo algumas espécies até ameagadas de extingao (LUIS, 2008).

Como a propagagdo da maioria das espécies florestais ocorre via semente,
gendtipos elite correm o risco de deixar de transmitir suas caracteristicas superiores a
sua descendéncia, quando ocorre a polinizagdo livre. Entretanto, quando ocorre a
multiplicagdo por autofecundacdo ou via propagacdo vegetativa este risco ¢ quase nulo
(RIBAS et al., 2005). Varias das técnicas utilizadas em cultura de tecidos vegetais sdo
formas de propagacao vegetativa realizadas em condi¢des controladas.

Segundo Termignoni (2005), as principais aplicagdes da cultura de tecidos
vegetais se referem a producdo massal de individuos superiores, a preservagdo e
conservagdo de germoplasma de espécies em extingdo, a obten¢do de plantas
geneticamente transformadas e a obtengdo de sistemas in vitro para producdo de
metabolitos secundarios.

Algumas espécies do Cerrado ja estdo sendo estudadas para desenvolvimento de
protocolos de técnicas de cultura de tecidos vegetais, com o intuito de minimizar os
problemas de propagacao das espécies, intercAmbio de material genético, conservacao
de germoplasma, isencdo de pragas e doengas, e homogeneidade de producao (PINHAL

etal., 2011).
25.1. Micropropagacio

A propagagdo in vitro, ou micropropagagao, ¢ uma das aplicacdes da cultura de
tecidos com maior destaque na perpetuacdo das espécies, quer sejam nativas ou nio. E
assim chamada por causa do tamanho dos explantes utilizados. Essa técnica visa a
obtenc¢do de plantas idénticas a matriz em curto periodo de tempo, num espago reduzido
e livre de contaminantes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para se realizar a micropropagacdo, a escolha da planta matriz, da qual se
retiram os explantes destinados a propagacgdo in vitro, ¢ uma etapa de fundamental
importancia. E interessante que sejam escolhidas boas matrizes, pois as demais plantas

obtidas in vitro serao idénticas a planta mae. E aconselhdvel que o material utilizado na
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coleta seja previamente esterilizado ou que seja realizada uma assepsia para evitar
contaminagdes (JUNGHANS; SOUZA, 2009).

A técnica de micropropagacdo engloba algumas etapas que vao do
estabelecimento in vitro, multiplicacao, enraizamento até¢ a posterior aclimatizacao da
microplanta (BASTOS et al., 2007). A composi¢ao do meio nutritivo € a combinacao
dos reguladores de crescimento sdo fatores fundamentais para a producdo de plantas em
larga escala (SMITH, 2013). Entretanto, as respostas variam conforme a espécie, as
classes, tipos e doses do regulador de crescimento utilizado (PINHAL et al., 2011).

Viérios estudos tém sido realizados visando a propagacdao em larga escala de
frutiferas do Cerrado. Martinotto et al. (2007) estudaram o efeito da escarificacdo e da
luminosidade na germinagdo in vitro de sementes de cagaiteira (Eugenia dysenterica
DC.). Sementes desprovidas do tegumento e sementes intactas foram inoculadas em
meio MS e mantidas na auséncia e presenca de luz. As sementes que tiveram 0s
tegumentos retirados apresentaram maior uniformidade e velocidade de germinacao, e
também tiveram um menor indice de plantulas anormais quando comparadas aos
tratamentos com sementes intactas.

Lédo et al. (2007b) verificaram condi¢des favoraveis para a germinagao in vitro
de sementes e o crescimento inicial de plantulas de mangabeira (Hancornia speciosa
Gomes). Apds a assepsia, as sementes de mangaba foram inoculadas em meio MS
completo ou com 50% dos sais, com ou sem adi¢do de 2,0 g L' de carvio ativado. Ndo
houve diferenca significativa dos tratamentos para a porcentagem de germinacao.
Quanto ao comprimento da raiz principal, observou-se que o meio de cultura constituido
de %2 MS com 2,0 g L' de carvdo ativado proporcionou maior crescimento quando
comparado com os demais tratamentos.

Alguns trabalhos de micropropagacdo de espécies do Cerrado foram
desenvolvidos utilizando reguladores de crescimento (auxinas e citocininas), com o
intuito de estimular o crescimento € promover o enraizamento in vitro. Stein et al.
(2007) estudaram os efeitos da combinagdo de diferentes concentracdes de 6-
benzilaminopurina — BAP (0; 0,5; 2.,5; 4,5; 8,5 ¢ 13 uM) combinadas com &cido
naftalenoacético — ANA (0; 0,5, 2,5 e 5 uM) na indug@o de brotagdes em segmentos
caulinares de ingazeiro (/nga vera Willd. subp. affinis (DC.) T.D. Penn.). A
concentracdo de 5 uM de ANA combinada com 2,5 uM BAP, proporcionou maior
crescimento das brotacdes e o0 BAP reduziu o numero de brotagdes e o nimero de folhas

em explantes de ingazeiro. Soares et al. (2007) observaram que concentragdes de 1,0 ou
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2,0 mg L' de BAP promoveram multibrotagdes em segmentos nodais de mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes) e induziram a formag¢ao de calos na base dos explantes.
Em avaliacdo da influéncia dos reguladores de crescimento BAP, AIB, ANA e
AIA na propagacao de gabirobeira (Campomanesia adamantium Camb.) Rossato et al.
(2015) observaram que a utilizagdo de meio WPM suplementado 1,0 mg L' de BAP
obteve maior inducdo de brotagdes em segmentos nodais de gabirobeira. Quanto a
rizogénese, ndo foi possivel estabelecer um protocolo eficiente, pois os resultados ndo
foram significativos. Sousa et al. (2017) utilizaram cinco concentragdes de AIB (0; 1; 2;
3; 4 mg L) e cinco concentragdes de sacarose (0, 15, 30, 45, 60 g L") na auséncia ou
presenca de carvio ativado (2 g L''), em meio WPM 50%, para determinar as melhores
condi¢cdes in vitro para micropropagacdo de caju-de arvore-do-cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.) e observaram que o meio de cultivo suplementado com 2 g L' de
carvio, 30 g L' de sacarose e 4 mg L' de AIB foi efetivo para o estabelecimento,
crescimento e enraizamento de microplantas obtidas a partir de segmentos nodais de

caju-de-arvore-do-cerrado.
2.5.1.1. Meio de Cultura

Os meios nutritivos fornecem substancias essenciais para o crescimento dos
explantes, controlando em grande parte o padrio de desenvolvimento in vitro.
Basicamente, o meio de cultura ¢ composto por 4gua, macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, carboidratos, agentes solidificantes, reguladores vegetais e,
eventualmente, aditivos como antibidticos, carvao ativado e aditivos organicos
complexos (VILLA et al., 2009; BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014).

Diversas formula¢des dos meios de cultura t€ém sido empregadas no cultivo in
vitro, entre os quais estdo: o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962); o WPM
(LLOYD; McCOWN, 1980) e o B5 (GAMBORG et al., 1968) que diferem entre si
basicamente em relagdo a concentragdo de sais. O meio MS ¢ o mais utilizado na
propagacdao in vitro de diversas espécies, promovendo resultados positivos na
multiplicagdo de segmentos nodais, no desenvolvimento de embrides e na indugdo de
embriogénese somatica em explantes foliares. Entretanto, para cada tipo de explante,
espécie ou cultivar, o meio de cultura mais adequado deve ser determinado
experimentalmente ou baseado em literatura (LEDO et al., 2007b; REZENDE et al.,
2008; BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014).
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Segundo George et al. (2008) o sucesso da cultura de tecidos como meio de
propagacdo vegetal ¢ fortemente influenciado pelo meio de cultura utilizado e pelo que
nele ¢ adicionado. Um dos principais desafios da multiplicagdo in vitro baseia-se em
estabelecer as melhores combinagdes de elementos em meio de cultura que
proporcionem o crescimento e desenvolvimento adequados dos explantes (OLIVEIRA
etal., 2013).

Em estudos, Araruna et al. (2017) avaliaram o efeito de diferentes concentragdes
de sais (25, 50, 75 e 100%), em meios de cultivo MS e WPM, no desenvolvimento
inicial de mudas de barueiro (Dipteryx alata) provenientes de &pice caulinar, in vitro.
Aos 120 dias, as plantulas de D. alata no meio MS, em sua concentragdo original
(100%), apresentaram melhor desenvolvimento que as em outras concentracdes ou em
meio WPM. Portanto, o meio MS mostrou ser o mais indicado para garantir o
estabelecimento in vitro, uma vez que propiciou maior comprimento da raiz (27,65 cm)

e numero de folhas por planta (26 folhas) que o outro meio.

2.6. CONSERVACAO DE RECURSOS GENETICOS VEGETAIS

A biodiversidade tem sido cada vez mais reconhecida como um dos elementos
centrais para o desenvolvimento e bem-estar da humanidade e como grande responsavel
pelo equilibrio ambiental global. Embora apenas uma pequena parte de seus
componentes tenha sido estudada e seus beneficios ainda ndo sejam totalmente
conhecidos, tem-se valorizado cada vez mais sua capacidade de gerar beneficios
socioecondmicos (FERRO et al., 2006).

Tendo em vista a condicdo brasileira de detentora da maior biodiversidade do
planeta e o uso cada vez mais inadequado dos recursos naturais, surge a preocupacgao
com a conservagao dos recursos genéticos vegetais e da sua variabilidade genética, com
o objetivo de preservar uma espécie de interesse. O principio basico das tecnologias
destinadas a conservacdo de germoplasma ¢ a preservacdo maxima da diversidade
genética de determinada espécie ou variedade objetivando o uso atual e futuro como
fonte de variabilidade (RAZDAN, 2003; GOEDERT et al., 2007).

A cultura de tecidos surge como uma das técnicas biotecnoldgicas de maior
éxito, visto envolver um grupo heterogéneo de técnicas que abrange métodos de
propagacao e conservacdo de germoplasma. A manutencao de cole¢des in vitro tem sido

considerada como um método alternativo a conservagao de germoplasma,
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especialmente para espécies propagadas vegetativamente e para espécies que nao podem
ter suas sementes conservadas a baixa temperatura ¢ umidade, como as da mangabeira
(SANTOS et al., 2011).

Nos ultimos anos, as técnicas tradicionais de preservagdao de germoplasma sao
complementadas por métodos da cultura de tecidos através da conservagdo in vitro. O
que permite a manutencao de grande numero de acessos em pequeno espaco fisico, livre
dos riscos existentes no campo, reduzindo os custos de manutengdo e garantindo a
fidelidade genética (LEDO et al., 2014).

A conservagdo de germoplasma in vitro pode ser feita a partir de mudangas no
ambiente de cultivo para desacelerar ou suprimir totalmente o crescimento das células,
tecidos e Orgdos, nas condicdes de crescimento lento ou pelo sistema de
criopreservacao, no qual ha a reducdo na temperatura de incubagdo. Em ambos os
sistemas, a conservacao visa desacelerar ou suprimir o crescimento do material
cultivado por periodos longos, entretanto, sem interferir na viabilidade e na estabilidade

genética (SANTOS et al., 2011).

2.6.1. Conservacao in vitro por crescimento lento

O crescimento lento € considerado o modo mais direto de restringir o
crescimento e o desenvolvimento de plantas in vitro. Método este que consiste em
reduzir o metabolismo vegetal por alteragdes no ambiente de cultivo, como, decréscimo
na intensidade da luz, fotoperiodo, trocas gasosas e temperatura de incubacdo da
cultura, e por modificagdes no meio de cultura, por adicdo de reguladores vegetais,
agentes osmoticos, e redu¢do dos componentes salinos e organicos, aumentando ao
maximo os intervalos de subcultivos ou estendendo-se a médio ou em longo prazo, sem
afetar a viabilidade genética (ARRIGONI-BLANK et al., 2014).

Silva et al. (2016) relatam que a combinagdo de baixas temperaturas com a
adi¢do de agentes osmoticos no meio de cultura tem sido apontada como a alternativa
mais eficiente para a conservacdo de germoplasma in vitro, porém, ainda existem
poucos trabalhos na literatura acerca da conservagao por crescimento lento de espécies
tropicais e o desempenho das plantas conservadas na fase de retomada de crescimento.
Entretanto, resultados promissores para algumas espécies tém sido obtidos utilizando
retardantes osmoticos, inibidores de crescimento ou alterando condic¢des fisicas como

luz e temperatura (LEMOS et al., 2002, LEDO et al., 2007a).

24



2.6.1.1. Agentes osmoticos

A adicdo de carboidratos ao meio de cultura afeta significativamente o
crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro, pois esses atuam tanto como fonte
de carbono e energia quanto como reguladores osméticos do meio (FLORES et al.,
2013). Osmorreguladores, tais como sacarose, sorbitol e manitol, ao serem adicionados
ao meio de cultura, dependendo da concentragdo, agem removendo o excesso da dgua
intracelular, por gradiente osmotico, fazendo com que o crescimento dos explantes
ocorra de maneira mais lenta (SHIBLI et al., 2006), possibilitando a sua conservagao
por um periodo mais longo.

O manitol e o sorbitol sdo agucares dalcoois que geralmente ndo sdo
metabolizados pelas plantas e por isso sdo utilizados na redugdo do potencial hidrico do
meio de cultura, interferindo na absorcdo de 4gua e nutrientes pelas plantas e,
consequentemente, no seu desenvolvimento, fazendo com que o crescimento da cultura
ocorra de forma mais lenta e, assim, torna-se possivel retardar a taxa de multiplicacao
dos explantes, aumentando o periodo do cultivo in vitro (ARRIGONI-BLANK et al.,
2014). Sao utilizados também para proteger as membranas das baixas temperaturas e
reduzir a hiperidricidade, estado fisiologico em que a planta apresenta acimulo anormal
de 4gua provocado pela difusdo passiva da dgua do meio de cultivo para o interior dos
tecidos ou por um distirbio no processo metabdlico da planta (KADOTA et al., 2001;
FARIA et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2012).

Fortes e Pereira (2001) relatam que, entre os agentes osmoéticos mencionados, o
manitol tem proporcionado bons resultados no que diz respeito a restricdo do
crescimento e do desenvolvimento de diversas espécies, por isso ¢ frequentemente mais
empregado. Sua eficdcia tem sido atribuida ao fato desse carboidrato reduzir o potencial
hidrico no meio de cultura e, com isso, promover um estresse osmotico causado pela
diminui¢do na absorc¢do de 4gua e de nutrientes presentes no meio.

Entretanto, quando se trata do uso de agentes osmoticos, um aspecto importante
a ser considerado ¢ o fato da utilizacdo de determinadas concentragdes, pois podem
ocasionar redugdo significativa na viabilidade e consequente deterioracao apds o
periodo de armazenamento, o que pode causar toxidez, elevada oxida¢do ou problemas
de excessivo potencial osmotico (FORTES; PEREIRA, 2001; LEMOS et al., 2002).

Sa et al. (2011) avaliaram a eficiéncia de regulador osmdtico (manitol) nas

concentragdes (0, 10, 15 e 20 g L) na conservagio in vitro de microestacas de
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mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) por crescimento lento e observou-se que na
presenca de manitol o comprimento da parte aérea apresentou valores numéricos
inferiores a testemunha, mas, aos 90 dias de cultivo in vitro, foi observado efeito
deletério do manitol nas microestacas. Assim, o manitol nas concentracoes de 10, 15 ¢
20g L' ndo foi vidvel para a conservagdo in vitro de microestacas de mangabeira, uma

vez que apresenta efeito toxico sobre elas.

2.6.1.2. Temperatura

A combinagdo de baixas temperaturas com a adi¢do de reguladores vegetais ou
agentes osmoéticos no meio de cultura tem sido apontada como uma alternativa eficiente
para a conservagdo de germoplasma in vitro.

O decréscimo da temperatura ¢ uma das estratégias mais utilizadas para manter
os explantes sob conservagdo in vitro por crescimento lento, por reduzir o seu
metabolismo, incluindo alteragdes no contetido € a¢dao das enzimas € na composicao e
funcionamento das membranas celulares (LEMOS et al., 2002; LEDO et al., 2007a).

Para reduzir a taxa de crescimento e assim aumentar o intervalo entre os
subcultivos, ¢ necessario reduzir a temperatura da cultura entre 6 °C e 10 °C, para
espécies de clima temperado, e entre 15 °C e 25 °C, para espécies de clima tropical. Isso
estenderd o intervalo de subcultivo por um periodo entre 1 e 2 anos (BANERJEE; DE
LANGHE, 1985), o que pode facilitar o manejo da colecao.

Essa técnica tem apresentado sucesso em diversas espécies. Alguns exemplos de
espécies conservadas in vitro sob condi¢des de baixa temperatura sdo: batata (Solanum
Tuberosum L., cv. Macaca), utilizando microestacas como explantes, conservadas por 9
meses a 25 °C £ 2 °C (FORTES; PEREIRA, 2001), cana-de-agucar (Saccharum sp.), a
partir de brotos conservados por 12 meses a 15 °C (LEMOS et al., 2002); orquidea
(Vanilla spp.), a partir de brotos, conservados por 360 dias a 2 °C (DIVAKARAN et al.,
2006).
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CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DE MATRIZES E BIOMETRIA DE FRUTOS,
SEMENTES E PLANTULAS GERMINADAS in vitro DE BARUEIRO DO
CERRADO GOIANO

1 RESUMO

PAULA, MARIANA SILVA PEREIRA DE. Caracterizacdo de matrizes e biometria
de frutos, sementes e plantulas germinadas in vitro de barueiro do Cerrado
Goiano. 2018. 93p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/ Fitotecnia) — Programa de
P6s-Graduagdo em Agronomia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

O barueiro ¢ uma frutifera arborea de grande destaque em meio a flora do Cerrado
Brasileiro. Todavia, o extrativismo predatorio e as monoculturas estdo colocando em
risco esta espécie. O estudo da caracterizacdo de plantas em seu local de origem, a
biometria de frutos e de sementes, o desenvolvimento de metodologias para cultivo in
vitro ¢ a caracterizagdo de plantulas sdo procedimentos relevantes na busca de
estratégias de conservacdo do patrimdnio genético das frutiferas nativas do Cerrado. O
objetivo desse trabalho foi caracterizar e determinar o padrdo biométrico de diferentes
matrizes, frutos, sementes e realizar o cultivo in vitro de barueiro do Cerrado goiano.
No municipio de Pires do Rio - GO foram selecionadas 10 matrizes de barueiro de
ocorréncia natural e realizada a caracterizacdo das plantas adultas e coletadas seus
frutos. No Laboratério de Biotecnologia do Instituto Federal Goiano Campus Urutai-
GO, os frutos e suas sementes foram pesados ¢ medidos. Apods a assepsia, as sementes
foram inoculadas in vitro em meio MS com metade da concentracdo de sais (50%),
suplementado com 1,0 mg L' de benzilaminopurina e acrescido de 15 g L™ de sacarose
e vitaminas. Aos 35 dias, ap6és a inoculacdo, foram realizadas avaliacdes das
caracteristicas biométricas das plantulas in vitro quanto ao numero de foliolos, o
comprimento de parte aérea, comprimento de raiz e didmetro do caule. Foi utilizada a
estatistica descritiva para a obten¢do de valores médios, maximos € minimos. Realizou-
se a andlise de variancia para verificar possiveis diferencas entre as matrizes tanto in
vivo quanto in vitro, sendo as médias das varidveis significativas comparadas pelo teste
de Tukey com probabilidade de 5%. Apos a realizagdo da Anova, os dados foram
submetidos a analise multivariada de correlacdo. As matrizes estudadas apresentaram se
diferenciadas quanto as caracteristicas biométricas avaliadas. Essa espécie ¢ promissora
quanto ao cultivo in vitro.

Palavras-chave: cultivo in vitro, frutifera nativa, padrao biométrico, Dipteryx alata
Vog..

' Comité Orientador: José Magno Queiroz Luz — UFU (Orientador) e Muza do Carmo
Vieira.
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2 ABSTRACT

PAULA, MARIANA SILVA PEREIRA DE. Characterization of mother plant and
biometry of fruits, seeds and in vitro germinated seedlings of Barueiro of natural
occurrence in Cerrado of Goias. 2018. 93p. Dissertation (Masters in
Agronomy/Phytotechny) -Federal University of Uberlandia, Uberlandia, MG.!

The barueiro is a fruit tree of great prominence among the flora of the brazilian Cerrado.
However predatory extraction and monocultures are putting this species at risk. The
study of characterization of plants in their place of origin, fruit and seed biometry, the
development of methodologies for in vitro cultivation and the characterization of
seedlings are relevant procedures for the search of strategies for the conservation of the
genetic patrimony of the native fruits of the Cerrado. The objective of this work was to
characterize and determine the biometric pattern of different mother plants, fruits, seeds
and in vitro cultivation of barueiro in Cerrado of Goids. In the municipality of Pires do
Rio - GO were selected 10 mother plant of barueiro of natural occurrence and
performed the characterization of the adult plants and collected their fruits. In the
Biotechnology Laboratory of the Federal Institute of Goids Campus Urutai -GO, the
fruits and their seeds were weighed and measured. After asepsis the seeds were
inoculated in vitro in MS with half the concentration of salts (50%), supplemented with
1.0 mg L' benzylaminopurine and added with 15.0 g L™! of sucrose and vitamins. At 35
days after inoculation, the biometric characteristics of in vitro seedlings were evaluated
for the number of leaflets, aerial length, root length and diameter of the stem.
Descriptive statistics were used to obtain mean, maximum and minimum values. The
analysis of variance was performed to verify possible differences between the mother
plants both in vivo and in vitro, and the means of the significant variables were
compared by the Tukey test with a probability of 5%. After the Anova, the data were
submitted to multivariate correlation analysis. The mother plants studied were
differentiated according to the biometric characteristics evaluated. This species is
promising for in vitro culture.

Keywords: in vitro culture, native fruit, biometric pattern, Dipteryx alata Vog..

'Guidance Committee: José Magno Queiroz Luz — UFU (Major Professor) and Muza do
Carmo Vieira — IFGoiano — Campus Urutai.
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3 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro detém 5% da biodiversidade do planeta, sendo reconhecido
como a savana mais rica do mundo com uma flora bastante diversificada, mas é
desvalorizado dentre os biomas brasileiros, o que pode ser percebido a partir da sua
continua degradacdo. Conhecer os valores e as riquezas desse bioma ¢ essencial para
que se possa preserva-lo (SOUZA; NAVES, 2016).

Dentre as riquezas encontradas no bioma Cerrado, as espécies frutiferas nativas
sdo promissoras. Essas plantas sdo espécies de diversos géneros e familias que
constituem importante fonte de alimento para os animais, produzindo frutos de interesse
tanto para a alimentacdo “in natura” quanto para a industrializagdo. H4& um mercado
potencial e crescente para as frutiferas nativas, porém ainda pouco explorado pelos
agricultores (JUNQUEIRA et al., 2008). E necessario o estudo dessas espécies, uma vez
que o aproveitamento desses frutos nativos tem sido feito apenas de forma extrativista e,
embora conhecidos, ndo foram até agora explorados e requerem atengdo também por
parte de pesquisadores (FELFILI et al., 2004; FRANZON, 2009).

Dentre essas espécies encontra-se a Dipteryx alata Vogel, popularmente
conhecida como baru ou barueiro, cumbaru, cumaru, castanha de burro, viagra do
Cerrado ou coco feijdo, dependendo da regidao do Cerrado onde ela ocorre. O baru ou
barueiro, como ¢ conhecido na regido Centro-Oeste, ¢ uma leguminosa arborea da
familia Leguminosae (Fabaceae) e subfamilia Faboideae. E uma arvore de grande
destaque em meio a flora do Cerrado, com altura média de 15 m e podendo chegar a
medir 25 metros de altura, com 70 cm de diametro e com vida util em torno de 60 anos
(SANO et al., 2004; CARRAZZA; AVILA, 2010).

A concentracdo de esforcos na conservacdo genética de populagdes naturais
deve ser determinada através de estudos que quantifiquem e caracterizem a distribuigdo
da diversidade genética (KAGEYAMA; GANDARA, 1998). E urgente a relevancia de
estudos sobre as espécies nativas do Cerrado, pois, o extrativismo ¢ o desmatamento
sem controle podem comprometer de maneira irreversivel as fontes de recursos
genéticos. As perdas de variabilidade genética causadas pela atividade humana sdo
ocasionadas em grande parte em fung¢do da destrui¢do de hdabitats naturais de

populagdes de plantas (PAIVA et al., 1998).
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A aplicagcdo de técnicas de cultura de tecidos em fruteiras do Cerrado pode
contribuir para minimizar alguns problemas através da multiplicagcdo sistematizada de
plantas; intercAmbio de material genético; resgate de germoplasma e preservagdao de
material ameacado, além de possibilitar a reducdo no periodo de germinacdao de
sementes, isencdao de pragas e doengas e; uniformizacdo nas plantulas obtidas (MELO,
2000).

Medidas de avaliagao do conhecimento do comportamento das frutiferas nativas,
em especial da espécie D. alata, t€m sido realizadas por diversos autores no sentido de
colocar a disposicdo dos leitores informagdes sobre a coleta de seus frutos para a
caracterizagdo de suas sementes (FERREIRA et al., 1998; SILVA et al., 1996;
CORREIA, 1999; SANO et al., 2004; SANO et al.; 2010; MOTA, 2013; ZARUMA et
al.; 2015). Trabalhos de pesquisa de cultivo in vitro que, analogamente aos estudos com
o sistema tradicional de producdo de mudas e biometria, disponibilizam e correlacionam
essas caracterizagdes também sdo incipientes (FERREIRA et al., 1998; VICINI, 2005;
FALEIRO et al., 2007; PINHAL et al., 2011; VENTUROLLI et al., 2011; PAULA et
al., 2016; BORGES et al., 2017). Dessa forma, surge a necessidade de pesquisas, das
quais o Brasil ainda carece, que contemplem a caracterizagdo em varias areas de
conhecimentos.

O estudo de biometria de plantas em seu local de origem, a caracterizagdo de
frutos e sementes, o desenvolvimento de metodologias para cultivo in vitro e a
caracterizacdo de plantulas sdo procedimentos relevantes para a busca de estratégias de
conservacdo do patrimonio genético das frutiferas nativas do Cerrado. Nesse sentido, o
objetivo desse trabalho foi determinar o padrdo biométrico de diferentes matrizes,

frutos, sementes e realizar o cultivo in vitro de barueiro do Cerrado goiano.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Prospeccio, selecdo e caracterizacio das matrizes de barueiro

O trabalho de prospecc¢do para a identificagdo das matrizes de Dipteryx alata
Vog. (barueiro) foi realizado de julho a agosto de 2016 em area de pastagem no Cerrado
do Estado de Goias, na Fazenda Bau, localizada no municipio de Pires do Rio - GO, na

latitude 17°9°39,53” S e longitude 48°22°48,20” O, a 825 metros de altitude (Figura 1).
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FIGURA 1 - Distribuigdo espacial da éarea de ocorréncia natural das matrizes
selecionadas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) no Cerrado do Estado de Goids. Fonte:
Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.

Foram selecionadas 10 matrizes de barueiro de ocorréncia natural na area que
apresentavam bom aspecto fitossanitario e producdo adequada de frutos. As
coordenadas geograficas e a altitude das matrizes foram determinadas utilizando
aplicativo C7 GPS Dados, desenvolvido pela Universidade Federal de Ciéncias Rurais
de Santa Maria - UFSM. As 10 matrizes selecionadas para estudo e as respectivas
coordenadas geograficas e altitudes estdo relacionadas na Figura 02 e Tabela 01,

respectivamente.
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FIGURA 2 — Matrizes selecionadas de barueiro (Dipteryx alata Vog.), de ocorréncia
natural no Cerrado Goiano, para a caracterizagdo biométrica. Foto: Mariana Silva
Pereira de Paula, 2018.

TABELA 1 — Coordenadas geograficas das matrizes de barueiro, selecionadas para a
realizagdo do estudo, provenientes do Cerrado Goiano. Urutai-GO, 2018.

Coordenadas
Matrizes (M) Latitude Longitude Altitude (metros)  Vegetacao
M1 17°9'55,54" S 48°22'19,94" O 850
M2 17°9'54,88" S 48°22'19,84" O 842
M3 17°9'54,94"S  48°22'22,11"0O 842
M4 17°9'54,55" S 48°22'22.26" O 858
M5 17°9'5422"S  48°22'21,61" O o Pastagem
M6 17°9'54,09"S  48°22'22,12" O 851
M7 17°9'54,45" S 48°22'22,52" O 855
M8 17°9'48,34" S 48°22'30,45" O 850
M9 17°9'49,49" S 48°22'29,88" O 836
M 10 17°9'47,95"S  48°22'31,09" O 835

A caracterizagdao das matrizes em campo foi feita no més de novembro de 2017,
quando foram realizadas as avaliagcdes das caracteristicas fisicas quanto a altura total da
planta (ATP), obtida utilizando-se uma vara graduada, o didmetro da copa (DC) e a
circunferéncia do caule a altura do peito (CAP), mediante utilizagdo de uma trena

manual.

41



4.2. Caracterizacdes biométricas de frutos e sementes de barueiro

No periodo de agosto de 2016, nas matrizes selecionadas, foi realizada a coleta
de frutos na area de projecdo da copa. Coletaram-se 20 frutos de cada matriz,
preferencialmente frutos recém-caidos no solo, os quais estariam no estagio de
maturacao completa. Esses foram acondicionados em saquinhos plésticos transparentes,
mantendo-se a identificacdo da matriz com uma etiqueta contendo um namero
correspondente a cada planta coletada.

Os frutos foram transportados para o Laboratéorio de Biotecnologia
(LABIOTEC), do Instituto Federal Goiano Campus Urutai-GO, e 14 enumerados

(Figura 3) para a realizag¢do da caracteriza¢do biométrica.

FIGURA 3 — Frutos enumerados das matrizes selecionadas de barueiro (Dipteryx alata
Vog.) para a caracterizacdo biométrica. Laboratorio de Biotecnologia. Instituto Federal
Goiano, Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.

A caracterizagdo biométrica foi realizada nos frutos e nas suas respectivas

sementes, que foram obtidas através da extragdo manual dos frutos, apos caracterizagio

(Figura 4).

FIGURA 4 — Extracdo da semente de barueiro (Dipteryx alata Vog.) realizada
manualmente (A). Semente intacta de D. alata apos extracdo (B). Laboratério de
Biotecnologia. Instituto Federal Goiano, Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva
Pereira de Paula, 2018.

As caracteristicas avaliadas para a caracterizacdo biométrica dos frutos e

sementes das matrizes foram: massa do fruto (MTF) e da semente (MTS) em (g), o
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diametro transversal de fruto (DTF) e de semente (DTS) e o didmetro longitudinal de
fruto (DLF) e de semente (DLS) em (mm). A MTF e a MTS foram obtidas por meio de
pesagem individual em balanga digital de precisdo (g) (Figura 5 A, B). O DLF e o DLS
foram tomados na regido de inser¢do do pedunculo, a parte oposta a este, e o DTF e o
DTS foram perpendicular ao primeiro, com o auxilio de um paquimetro digital de

precisdo de 0,01 mm (Figura 5 C, D, E ¢ F).

FIGURA 5 - Determinacdo da massa do fruto (A); da massa da semente (B) em
balanga digital de precisdo; do diametro longitudinal (C) e transversal (D) do fruto e do
diametro longitudinal (E) e transversal (F) da semente de Dipteryx alata Vog., com
auxilio de paquimetro digital. Laboratério de Biotecnologia. Instituto Federal Goiano,
Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.

4.3. Germinac¢ao de sementes e caracterizacido biométrica de plantulas in vitro de
barueiro

As sementes, apds a caracterizacdo biométrica, foram lavadas em agua corrente
e detergente e posteriormente desinfestadas pela imersdo por 1 minuto em alcool 70%
de pureza (v v'!) sob agitagio, e depois, durante 20 minutos em solugio de hipoclorito
de sédio (NaClO) a 2,5% de cloro ativo (v v'!), sob agitagdo constante. Ao término
desse processo, em camara de fluxo laminar, as sementes passaram por trés enxagues

em agua destilada e autoclavada.
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A inoculacdo foi realizada em frasco de vidro (268 mL) contendo 30 mL de
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentragdo de
sais (50%), suplementado com 1,0 mg L' de benzilaminopurina (BAP) e acrescido de
15 g L' de sacarose, 0,1 g L' de mio-inositol, 1,0 g L' de carvdo ativado — dose esta
utilizada de acordo com estudos prévios realizados com a espécie D. alata no
LABIOTEC — e 6,0 g L' de 4gar. O pH foi ajustado para 5,8+2. Os frascos foram
vedados com tampas de polipropileno e plastico do tipo parafilme e autoclavados a
121°C, durante 20 minutos.

A germinagdo e o desenvolvimento in vitro das plantulas de D. alata ocorreram
em sala de crescimento, a 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas, fornecido por lampadas
fluorescentes brancas. Os frascos foram mantidos por 7 dias em semiluz (parte da
prateleira sem a presencga de luz direta) e 28 dias em luz direta (Figuras 6 A, B), com
bases em estudos prévios realizados com germinagdo de sementes de varias frutiferas
nativas do Cerrado no Laboratorio de Biotecnologia (LABIOTEC) do Instituto Federal

Goiano — Campus Urutai.

FIGURA 6 — Frascos contendo sementes de D. alata mantidos em semiluz (A) e luz
direta (B) em sala de crescimento. Laboratorio de Biotecnologia. Instituto Federal
Goiano, Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.

Aos 35 dias, apo6s a inoculacao (DAI), com as plantulas em desenvolvimento
(Figuras 7 A, B, C), foram realizadas avaliacdes das caracteristicas fisicas (Figuras 8 A,
B, C) quanto ao nimero de foliolos (NF), o comprimento de parte aérea (CPA), o
comprimento de raiz (CR) e didmetro do caule (DC), em centimetros (cm), com auxilio

de um paquimetro analogico.
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FIGURA 7 - Plantulas de D. alata in vitro (A); Retirada da plantula do frasco (B);
Panorama de uma plantula de D. alata cultivada in vitro (C). Laboratério de
Biotecnologia. Instituto Federal Goiano, Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva
Pereira de Paula, 2018.

FIGURA 8 — Determina¢do do comprimento da parte aérea (A), comprimento de raiz
(B) e diametro do caule da plantula de D. alata cultivada in vitro (C). Laboratério de
Biotecnologia. Instituto Federal Goiano, Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva
Pereira de Paula, 2018.
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4.4. Delineamento experimental e procedimentos estatisticos

O delineamento utilizado no experimento de germinagdo de sementes das
matrizes de barueiro foi o inteiramente casualizado (DIC), com dez tratamentos e vinte
repeti¢cdes, no qual cada frasco continha uma tnica semente.

As caracteristicas biométricas dos frutos e sementes e das plantulas das
matrizes cultivadas in vitro de barueiro foram analisadas por meio da estatistica
descritiva.

Realizou-se a andlise de variancia para verificar possiveis diferencas entre as
matrizes tanto in vivo quanto in vitro, sendo as médias das varidveis significativas
comparadas pelo teste de Tukey com probabilidade de 5%. As analises de variancia e as
estimativas de pardmetros foram obtidas com o auxilio do programa estatistico Assistat
(SILVA & AZEVEDO, 2016).

Apos a realizacdo da Anova, os dados foram submetidos a anélise multivariada,
realizando uma correlacdo biplot (MANOVA) e uma rede de correlacdo fenotipica.
Sendo as andlises estatisticas realizadas com o ambiente R (R Core Team, 2017) de
computagdo estatistica. Foi utilizada esta abordagem multivariada, considerando o
modelo estatistico de delineamento inteiramente casualizado para obter a estimativa dos

coeficientes de correlacdo parcial entre as varidveis (HAIR et al., 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo das matrizes e biometria de frutos e sementes de barueiro

A estatistica descritiva das caracteristicas fisicas das matrizes de barueiro
avaliadas com base nos valores médios apresentou altura de planta, didmetro de copa e
circunferéncia de caule a altura do peito (CAP) de 13,35; 12,63; 1,85 m,
respectivamente (Figuras 9 e 10). O maior valor de altura de planta foi verificado para a
matriz 8 (17,70 m), enquanto para a CAP a matriz que se destacou foi a de nimero 4
(2,40 m). A matriz 1 apresentou 16,00 m de didmetro de copa, o valor mais expressivo
encontrado nas matrizes avaliadas. Os indices das variagdes entre os valores maximos e
minimos das caracteristicas fisicas das matrizes foram de 43,33 m - CAP; 46,68 m -
altura de planta ¢ 46,88 m - didmetro de copa, respectivamente. Essas diferencas
comprovam a variabilidade fenotipica das matrizes pesquisadas, o que respalda o
presente estudo que visa a determinagdo das caracteristicas biométricas como fonte de
material para trabalhos com cultivo e conservagao in vitro.
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FIGURA 9 — Dados das caracteristicas fisicas para altura de planta, diametro de copa e
circunferéncia de caule a altura do peito (CAP) (m) de dez matrizes de D. alata de
ocorréncia natural do Cerrado goiano coletadas no municipio de Pires do Rio em
Outubro de 2017. Urutai-GO, 2018.
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FIGURA 10 — Valores de média, mdximo e minimo das caracteristicas fisicas para
altura de planta, diametro de copa e circunferéncia de caule a altura do peito (CAP) (m)
de dez matrizes de D. alata de ocorréncia natural do Cerrado goiano coletadas no
municipio de Pires do Rio em Outubro de 2017. Urutai-GO, 2018.

Em estudo com barueiro ex situ, aos 9 anos de idade, Zaruma et al. (2015)
constataram valores de altura média entre progénies dentro das procedéncias de 5,96 a
7,84 m, o CAP de 7,45 a 9,45 cm, o didmetro de copa de 3,08 a 3,62 m. Esses dados s@o
interessantes para contrastar com a presente pesquisa, mesmo que esta seja realizada
com plantas de barueiro de ocorréncia natural no Cerrado. Os dados encontrados no
presente estudo sdo confirmados por Sano et al. (2010) que argumentam que as arvores
de barueiro em local de origem possuem altura média de 15 m, podendo alcancar mais
de 25 m. O formato da copa varia de alongada a arredondada, de 6 a 11 m de
circunferéncia.

A massa média dos frutos de barueiro (Figura 11), obtida no presente estudo, foi
de 38,55 g. Para os didmetros longitudinais e transversais esses valores médios foram de
55,65 e 42,38 mm, respectivamente. Em estudo, Silva (1996) constatou que as
dimensdes dos frutos variam de 50 a 70 mm de comprimento por 30 a 50 mm de
didmetro, e a massa de 26 a 40 g. Os valores médios de massa de frutos de plantas de
barueiro, oriundas de trés regides do estado de Goias, relatadas por Correia (1999),
variaram entre 29,16 g e 35, 43 g, com média geral de 33,24 g. Os valores encontrados
por estes autores estdo semelhantes aos verificados na presente pesquisa com plantas

nativas do Cerrado goiano.
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A andlise de variancia das caracteristicas biométricas dos frutos de barueiro
(Figura 11) mostrou a existéncia de diferenca significativa para todos os pardmetros
estudados e nos niveis estruturais analisados. Foram observadas diferencgas
significativas para as caracteristicas massa total, didmetro longitudinal e transversal de
fruto. Pode-se constatar que a matriz que apresentou maior valor nos parametros
analisados foi a matriz 1 com 52,21 g; 60,75 e 48,09 mm, respectivamente. Mota
(2013), em estudos sobre caracterizacao de frutos e sementes de barueiro de diferentes
localidades (25 subpopulagdes nos estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo) encontrou valores de massa de fruto inteiro variando
de 9,75 ga 72,97 g, com média de 28,13 g e o comprimento do fruto variando de 36,20
mm a 77,42 mm (média de 52,27 mm).

Mesmo com sua importancia econdmica e ecologica, grandes populacdes desta
espécie foram destruidas e continuam sendo perdidas em ecossistemas nativos (SANO
et al., 2004). Em decorréncia disso, os trabalhos de biometria de plantas e cultivo in
vitro para o barueiro podem ser determinantes para a estruturacdo da consolidagdo de
bancos de germoplasma, seja in vitro ou in vivo nas mais diversas regides de sua

ocorréncia, e em especial no Cerrado goiano.
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FIGURA 11 — Valores médios para os dados biométricos de massa total de fruto (MTF)
(g); diametro longitudinal de fruto (DLF) e didmetro transversal de fruto (DLF) (mm)
de dez matrizes de barueiro de ocorréncia natural do Cerrado Goiano coletados no
municipio de Pires do Rio - GO. Urutai-GO, 2018.

Ao se avaliar os caracteres biométricos para as sementes das matrizes de
barueiro (Figura 12) constatou-se diferenca significativa. As médias verificadas foram

de 1,60 g; 25,99 e 12,08 mm quanto a massa e aos diametros longitudinais e

transversais, respectivamente. Zuffo et al. (2014), realizando a caracterizagao
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biométrica de frutos e sementes de baru (Dipteryx alata Vog.) na regido leste de Mato
Grosso, Brasil, observaram que a massa da semente no ano de 2012 concentrou-se em
duas classes que compreenderam sementes com massa de 1,14 a 1,52 g, que
representaram 78% das sementes, no ano seguinte ocorreu fato semelhante, porém, a
massa das sementes ficou na classe de 0,95 a 1,33 g, concentrando 64% das sementes.

Considerando ambos os anos, a média foi de 1,25 g.
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FIGURA 12. Valores médios para as caracteristicas biométricas quanto a massa total de
sementes (MTS) (g); didmetro longitudinal de semente (DLS) e diametro longitudinal
de semente (DLS) (mm) de dez matrizes de barueiro do Cerrado goiano coletados no
municipio de Pires do Rio - GO. Urutai-GO, 2018.

Os frutos e sementes de barueiro apresentaram grandes variagdes biométricas,
principalmente em relacdo ao volume e massa dos frutos e das sementes. Segundo
Ferreira et al. (1998) a castanha do baru apresenta forma variando entre levemente
ovalada e largo-eliptica; apice levemente arredondado, coloracdo em varios tons de
marrom (claro, médio e escuro, quase negro); comprimento, largura e espessura médias
de 17,9, 9,7 e 8,33 mm, respectivamente. Mota (2013) encontrou 1,22 g de massa; 24,84
mm de comprimento; 10,55 mm de largura e 8,21 mm. Ao se contrastar os resultados,
percebe-se que os valores encontrados na presente pesquisa estdo de acordo com os
verificados pelo autor ja citado. O autor ainda argumenta que, para as variaveis de
frutos, a maior propor¢cdo da variabilidade ocorreu entre matrizes dentro de
subpopulagdes, fato comprovado também neste estudo.

Estes resultados demonstram que existe uma ampla variagdo fenotipica entre as

matrizes na subpopulacdo, nos parametros avaliados para a regido estudada. Esses dados

50



sdo importantes, pois, podem oferecer subsidios para estudos com sementes que possam
gerar informagdes para pesquisas in vitro da espécie, tanto para propagagdo quanto para

sua conservagao.

5.2. Biometria de plantulas de diferentes matrizes cultivadas in vitro

No cultivo in vitro as matrizes apresentaram germinagdo (Figura 13 A) iniciando
aos 5 dias apos inoculagdo (DAI), ocorreu a protrusdo da raiz primdria (Figura 13 B),
estendendo-se até os 8 DAI. Constatou-se também abertura de cotilédone aos 14 DAI e
aos 22 DALI as plantulas ja se apresentaram totalmente emergidas, apresentando 80 a
100% de desenvolvimento, ou seja, parte aérea e raizes em formagdo, porém algumas
plantulas s6 atingiram seu pleno desenvolvimento apos 45 DAI (Figura 14 A, B e C).
Paula et al. (2016), avaliando a germinagdo de barueiro em diferentes meios de cultura,
encontraram apo6s 60 dias de cultivo uma média 90% de germinacdo e 80% de
desenvolvimento, ndo havendo crescimento e desenvolvimento de parte aérea em uma
pequena porcentagem das sementes, mesmo que essas estivessem intumescidas e com

os cotilédones abertos.

FIGURA 13 — Germinacao in vitro de 10 matrizes de barueiro (D. alata) (A); Semente
de barueiro apresentando protrusdo radicular (B) aos 5 dias apos inoculacdo (DAI).
Laboratorio de Biotecnologia Instituto Federal Goiano, Campus Urutai-GO, 2018. Foto:
Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.
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FIGURA 14 - Plantula de barueiro (Dipteryx alata Vog.) cultivada in vitro (A);
Plantula em pleno desenvolvimento apresentando cotilédones abertos, raiz primdria e
raizes secundarias finas e parte aérea em formagdo (B) e plantula com tamanho
diferenciado (C) aos 35 dias de cultivo. Laboratério de Biotecnologia Instituto Federal
Goiano, Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.

As estruturas das plantulas (Figura 15) observadas neste estudo sdo corroboradas
pelo o que detalham Ferreira et al. (1998) sobre a caracterizagdo biométrica da planta de
barueiro. Segundo esses autores, a plantula possui raiz axial, pivotante, fina, sinuosa,
cilindrica, de cor ferruginea até proximo ao apice e amarelada no apice e coifa,
apresentando primoérdios de raizes secundarias finas, curtas e de cor amarelada que se
formam posteriormente, verificando-se também a presenca de pelos. Hipocotilo curto,
espesso, cilindrico, consisténcia herbacea com leve achatamento dos lados, proximo a
regido de insercdo dos cotilédones, cor passando de verde-claro a verde-escuro.
Cotilédones, quando ocorre o rompimento dos tegumentos, sdo inicialmente
semiabertos, iso6filos, unilaterais, carnosos, plano convexos, viridescentes (amarelo-
creme tornando-se verde). Os foliolos concolores (verde-claros, sendo a face dorsal
opaca e a ventral brilhante) tem forma eliptica, estando os foliolos dobrados na raquis e
curvados dorsalmente em forma de aciculas, expandindo-se a medida que a nova folha

se desenvolve.
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FIGURA 15 — Descricao da morfologia externa da plantula de barueiro cultivada in
vitro. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula, 2018.

Na Figura 16, observa-se que as médias para os dados biométricos de
comprimento aéreo (cm); comprimento de raiz (cm), namero de foliolos e didmetro do
caule das dez matrizes de barueiro, aos 35 dias de cultivo in vitro, foram de 13,20 cm;

22,93 cm; 21,9 e 0,31 mm, respectivamente.
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FIGURA 16 — Biometria de plantulas in vitro de barueiro quanto aos valores de média,
maximo e minimo para os dados biométricos de comprimento aéreo (cm); comprimento
de raiz (cm) e numero de foliolos de dez matrizes de barueiro aos 35 dias de cultivo in
vitro. Urutai-GO, 2018.
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A andlise de variancia (Figura 17) dos valores médios para os dados biométricos
de comprimento aéreo (cm); comprimento de raiz (cm) e nimero de foliolos de dez
matrizes de barueiro, aos 35 dias de cultivo in vitro, apresentaram diferenca
significativa para todos os parametros analisados. Quanto ao comprimento de parte
aérea, a matriz 5 (Figura 16) foi a que manifestou o maior comprimento médio com
16,2 cm. Para o comprimento de raiz e nimero de foliolos, as matrizes com os maiores
valores médios foram a 9 (35,9 cm - comprimento de raiz) e 10 (37,1 foliolos). Silva et
al. (2016), estudando o estabelecimento e desenvolvimento inicial de D. alata in vitro,
encontraram valores de parte aérea de 3,75 cm em plantulas desenvolvidas in vitro aos
60 dias de cultivo, em meio MS suplementado com 3 g L™ de carvio ativado e mantidas
em temperatura de 25°C+1°C e com fotoperiodo de 16 horas/dia, evidenciando a
superioridade das matrizes em estudo ao se avaliar o comprimento de parte aérea. Esse
fenomeno pode auxiliar na diminui¢ao do tempo de cultivo in vitro quando se espera
alcancar mudas de comprimento acima de 10 cm, o que contribui para a diminui¢ao dos

custos com insumos nos trabalhos de pesquisa com barueiro do Cerrado.
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FIGURA 17 — Valores médios para as caracteristicas biométricas de plantulas quanto
ao comprimento aéreo (cm); comprimento de raiz (cm) e nimero de foliolos de dez
matrizes de barueiro, aos 35 dias de cultivo in vitro. Urutai-GO, 2018.

O numero de foliolos se manifestou diferente na matriz 1, com maior
comprimento aéreo. Esse fato pode ter ocorrido em razdo do estiolamento da matriz 1
que alcangou um comprimento diferenciado das demais. Essa manifestacao pode ter
sido por caracteristicas genéticas e ambientais tais como o meio de cultura, reguladores

de crescimento, carboidratos, bem como pela luz e fotoperiodo. Nesse sentido, ao se
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trabalhar com plantulas para posteriores estudos que visem a utilizacdo de segmentos
nodais como explantes, as matrizes com maiores alturas podem ser mais promissoras, ja
que elas alcangam comprimentos maiores em menores tempos de cultivo in vitro.

Em estudo com conservagdo in vitro de barueiro, Borges et al. (2017)
constataram que o comprimento médio das plantulas in vitro aos 35 dias apds a
inocula¢do foi de 5,0 cm e o nimero de folhas de 2,5. Ao se analisar estes dados
verifica-se que as plantulas germinadas e desenvolvidas in vitro do presente trabalho
possuem valores superiores aos encontrados pelos autores ja elencados. Observou-se
que mesmo a matriz com a menor média quanto a parte aérea (matriz 10) apresentou
valores médios superiores com 10,5 cm de comprimento (Figura 17). E possivel
observar uma amplitude de aproximadamente 120% para plantulas de barueiro do
estudo em questao.

Avaliando mudas no campo de D. alata, Venturolli et al. (2011) encontraram
incremento de 4,0 cm ao ano para o crescimento da parte aérea dessa frutifera. Na
presente pesquisa, ficou evidenciado que as plantulas cresceram em média 0,37 cm
diarios quando cultivadas in vitro, ja que elas ficaram 35 dias nessas condigdes.
Contrastar esses valores de desenvolvimento in vitro e in vivo podem ser relevantes,
visto que o objetivo final dos protocolos de micropropagacao ¢ oferecer subsidios para
que essas mudas possam manifestar todo seu potencial em campo. Assim, observa-se
que a germinagdo in vitro de barueiro pode ser uma tecnologia interessante ndo s6 para
que se possa manter e conservar esse material tanto in vitro quanto in vivo, mas,
também no quesito propagacdo, pois, essas mudas quando cultivadas nestas condi¢des
estardo isentas de doencas e intempéries ambientais.

Quando se analisa a biometria do comprimento de raiz da presente pesquisa,
esses dados também sdo mais substanciais mesmo para as matrizes com a menor média
(matriz 1), cujo valor foi de 13 cm. Na micropropagacdo de fruteiras nativas do
Cerrado, os reguladores de crescimento podem ganhar uma importancia ainda maior,
visto que essas espécies muitas vezes necessitam de estimulos especiais, gerados por
tais compostos, para a sua adaptagdo e crescimento in vitro (PINHAL et al., 2011).

Com efeito, o uso de BAP a 1,0 mg L "' na elaboraciio do meio de cultura para a
germinacdo in vitro do presente estudo pode ter determinado este padrdo de
desenvolvimento para esta frutifera nativa. Outro fator importante a ser abordado diz
respeito as amplitudes genéticas das plantas nativas. Esse fator pode ser determinante

nas diferentes manifestagdes de plantas que ainda ndo foram domesticadas. Nesse
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sentido, Faleiro et al. (2007) argumentam que os estudos que contemplam a
conservagdo da variabilidade genética sdo relevantes, pois podem garantir o uso
adequado desse recurso genético, assim como subsidiar estratégias eficientes de
manutengdo € manejo € ao mesmo tempo auxiliar no controle da estabilidade genética

nas colegdes de germoplasma.

5.3.  Correlacio entre caracteres biométricos de matrizes, frutos, sementes e de
plantulas de diferentes matrizes cultivadas in vitro

A abordagem da interpretacdo dos dados de comportamento biométrico de
frutiferas nativas tanto no local de ocorréncia natural, quanto em ambiente controlado,
no caso in vitro, necessitam de analises e interpretacdes no sentido de entender e
correlacionar as variagdes que ocorrem conjuntamente. Assim, quando um fendmeno
depende de muitas varidveis, ndo basta conhecer informacgdes estatisticas isoladas, mas
¢ necessario, também, conhecer a totalidade dessas informagdes fornecidas pelo
conjunto das variaveis e suas relagdes (VICINI, 2005).

Observa-se na Figura 18 uma matriz de correlagdo em que as variaveis estudadas
se encontram mais correlacionadas quando estas estdo mais proximas entre si € quanto a
espessura da linha (quanto mais espessa, maior a correlagcdo). As linhas que se
encontram na cor verde estdo se correlacionando positivamente e as de vermelho
negativamente. Nota-se que, para a massa total do fruto (MTF), a varidvel bésica do
estudo em questao esta forte e positivamente correlacionada ao didmetro lateral (DLF) e
transversal (DTF) do fruto. Todavia, percebe-se que hd uma correlagdo negativa e fraca
ao se avaliar o comprimento de raiz (CR) em conjunto com o comprimento aéreo (CA).

O coeficiente de correlagdo calculado para o DLF e DTF entre a MTF foi
significativo e positivo (r=80*;84*) para os frutos colhidos na regido do Cerrado
goiano. Essa correlagdo ja era esperada, pois indica que quanto maior o fruto, de mais
massa total ele serd constituido. A correlagdo ¢ um parametro estatistico que avalia o
grau de associacdo ou similaridade entre duas caracteristicas, sendo que esse grau de
associacao ¢ estimado pela variacdo em conjunto de dois caracteres quaisquer. Quando
a correlacdo ¢ obtida a partir dos fendtipos de individuos, essa inclui os efeitos

genéticos e ambientais, sendo denominada correlacdo fenotipica (OLIVEIRA, 2006).
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FIGURA 18 — Rede de correlagdo fenotipica do barueiro. Linhas verdes representam
correlagdes positivas e as linhas vermelhas representam as correlagdes negativas. A
largura da linha ¢ proporcional a for¢a da correlacdo. (MTF) Massa total do fruto,
(MTS) Massa total da semente, (DTF) Diametro transversal do fruto, (DTS) Didmetro
transversal da semente; (DLF) Didmetro lateral do fruto; (DLS) Didmetro lateral da
semente; (CA) Comprimento aéreo; (NF) Numero de foliolos; (DC) Diametro do caule;
(CR) Comprimento radicular. Urutai-GO, 2018.

Para o CR (Figura 18), observa-se correlacdo negativa entre os pardmetros
avaliados, exceto para MTS e DLS (0,25 e 0,24). A correlagdo negativa pode ser indicio
de correlagdes opostas, ou seja, quanto maior a raiz, menor as demais caracteristicas
biométricas avaliadas, sendo o inverso também verdadeiro.

Ao se analisar a correlagdo das vitroplantas com as carateristicas biométricas de
frutos e sementes averigua-se que o NF das vitroplantas possui correlagdo moderada
com o DLS (r=70*). O DC das vitroplantas possui correlacdo positiva e significativa
com DLS e NF da vitroplanta (r=81%*; 85%).

Ao se avaliar duas caracteristicas, e quando elas possuirem alta herdabilidade, a
correlacdo genética ¢ a principal determinante da correlagdo fenotipica. Ao contrario, a
correlagdo fenotipica pode ser determinada a principio pela correlacio ambiental.
Valores negativos de correlagdo ambiental podem indicar que o meio favorece um
carater em detrimento de outro, valores positivos indicam que os dois caracteres t€ém o
mesmo comportamento em um determinado ambiente (VENKOVSKY; BARRIGA
1992).
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No presente estudo, observou-se que as sementes podem ndo se correlacionar
positivamente com o desenvolvimento de plantulas in vitro, fazendo com que o padrao
determinante desse comportamento seja as condigdes ambientais em que estejam sendo
cultivadas. Desta forma, ¢ possivel que, para a espécie em questdao, dependendo do tipo
de cultivo (meio de cultura, fotoperiodo, temperatura) seja possivel desenvolver
condi¢des mais promissoras para a conservagdo de germoplasma in vitro. Esta técnica
pode ser util em programas de conservagdo e manutengao de germoplasmas.

Constata-se que a matriz (Figura 19) que expressou maior massa total dos frutos
(MTF) foi a matriz 1, sendo estatisticamente igual a matriz 3 e 4, tendo também se
diferenciado para os valores de didmetro transversal da semente (DTS), diametro
transversal do fruto (DTF) e massa total da semente (MTS) superiores as demais
matrizes. Observar-se que a varidvel candnica (Canl) representou 45,2% e a Can 2
21,3% da variacdo dos dados com a apresentacdo de valores significativos (acima de
60,0%) para prosseguir com a analise em estudo.

Quanto ao diametro de caule (DC), nimero de foliolos (NF), diametro
longitudinal de semente (DLS) e comprimento de raiz (CR) das vitroplantas, as matrizes
com maiores valores foram as matrizes 9 e 10 (Figura 18).

O DC, o NF e o DTF foram as varidveis que mais influenciaram as matrizes
estudas na regido de Pires do Rio no Cerrado goiano. Essa andlise permite inferir que as
variaveis ja citadas sdo fenomenos que caracterizam a biometria para todas as matrizes
trabalhadas.

Essas informagdes também levam a crer que os frutos com maiores DTF podem
promover o desenvolvimento de plantulas com padrdes promissores de componentes
tais como caule, foliolos, raizes, caracterizando uma plantula in vitro normal cuja
biometria para CA (cm), CR (cm), NF e DC (mm) seriam de valores entre 10,5-13,2;
13,0-35,9; 15,6-37,1; 0,2-0,5, respectivamente, aos 35 dias de cultivo in vitro.
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FIGURA 19 — Biplot com as varidveis canonicas (Canl e 2) contendo scores médios de
10 matrizes de barueiro com 9 variaveis avaliativas. (MTF) Massa total do fruto, (MTS)
Massa total da semente, (DTF) Diametro transversal do fruto, (DTS) Didmetro
transversal da semente; (DLF) Diametro longitudinal do fruto; (DLS) Didmetro
longitudinal da semente; (CA) Comprimento aéreo; (NF) Numero de foliolos; (DC)
Diametro do caule; (CR) Comprimento radicular. Urutai-GO, 2018.

Essas caraterizagdes podem contribuir para a defini¢do de um padrao biométrico
de cultivo in vitro de barueiro, servindo de subsidios para pesquisas com produgdo de
mudas em larga escala, assim como estudos para a manutengdo e conservagao in Vitro

dessa espécie.
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6 CONCLUSOES

Os frutos de barueiro com diametro transversal maiores sao mais indicados para
o cultivo in vitro de plantulas de barueiro até 35 dias ap6s semeadura;

As matrizes trabalhadas se apresentaram diferenciadas quanto as caracteristicas
biométricas avaliadas;

As matrizes de barueiro deste trabalho sdo promissoras quanto ao cultivo in

vitro.
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CAPITULO 3: CONSERVACAO IN VITRO DE MATRIZES DE BARUEIRO POR
CRESCIMENTO LENTO

1 RESUMO

PAULA, MARIANA SILVA PEREIRA DE. Conservac¢ao in vitro de matrizes de
barueiro por crescimento lento. 2018. 93p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/
Fitotecnia) — Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia, Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG.!

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do pais e possui a mais rica flora dentre as savanas
do mundo. Tendo em vista a vulnerabilidade das espécies a acdo antrdpica e intensa
devastagdo dos seus campos nativos ameagando-as de extingdo, torna-se iminente a
necessidade de alternativas que viabilizem a preservacdo dessas espécies. O barueiro ¢é
uma das frutiferas nativas do Cerrado que apresenta uma multiplicidade de usos,
constituindo-se como uma espécie chave para estudos de domesticacao e cultivo. Dessa
forma, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver um protocolo para a
conservagdo in vitro de barueiro, sob regime de crescimento lento com a utilizagdo de
agentes osmoticos a baixas temperaturas, e avaliar a retomada de seu crescimento in
vitro apds conservagao. Sob regime de crescimento lento explantes de segmentos nodais
retirados de plantulas de barueiro, com 35 dias de cultivo, foram inoculados em meio
MS 50% suplementado com 1,0 g L' de benzilaminopurina, 15,0 g L™ de sacarose, 1,0
g L' de carvio ativado, 0,1 g L' de mio-inositol, 6,0 g L' de 4gar e acrescido de
diferentes concentragdes de manitol e sorbitol em diferentes condi¢cdes de temperatura
(18°C e 20°C). Foram realizadas avaliagdes ao longo dos 30, 45, 60, 90 e 120 dias
quanto ao nimero de brotos e de foliolos nas duas temperaturas estudadas. Aos 120 dias
apds conservacao, a retomada de crescimento foi realizada em meio de cultura MS
100%, com 30 g L' de sacarose, 1,0 g L' de carvio ativado, 0,1 g L' de mio-inositol e
6 g L' de agar, com varia¢io de benzilaminopurina associado com 0,25 mg L™ de 4acido
naftalenoacético. Avaliou-se o numero de brotos e o numero de foliolos desenvolvidos a
partir de segmentos nodais de barueiro apos 35 dias de cultivo a 254+2°C e foram feitas
analises biométricas dos brotos. Por intermédio dos resultados obtidos, a temperatura de
18°C e o agente osmoético manitol a 20 g L! se destacaram, mostrando crescimento
lento até 120 dias de armazenamento. O BAP ndo promoveu incremento na retomada de
crescimento in vitro de barueiro. Faz-se necessario novos estudos para a promog¢ao de
crescimento lento baseados na possibilidade de recuperacdo do maior numero de
plantas.

Palavras-chave: Dipteryx alata Vog., crescimento minimo, reguladores osmoticos,
retomada in vitro.

"'Comité Orientador: José Magno Queiroz Luz — UFU (Orientador) e Muza do Carmo
Vieira.
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2 ABSTRACT

PAULA, MARIANA SILVA PEREIRA DE. In vitro conservation of mother plant of
barueiro by slow growth. 2018. 93p. Dissertation (Masters in Agronomy/Phytotechny)
-Federal University of Uberlandia, Uberlandia, MG.!

The Cerrado is the second largest biome in the country and has the richest flora in the
world. Given the vulnerability of species to anthropic action and the intense devastation
of their native fields, threatening them with extinction, the need for alternatives that
allow the preservation of species is imminent. The barueiro is one of the native fruits of
the Cerrado that presents multiplicity of uses, being a key species for studies of
domestication and cultivation. Thus, the present work aims to develop a protocol for the
in vitro conservation of barueiro, under a regime of slow growth with the use of osmotic
agents at low temperatures and to evaluate the resumption of its growth in vitro after
conservation. Under a slow growth regime, nodal segment explants from barueiro
seedlings with 35 days of cultivation were inoculated in 50% MS medium
supplemented with 1.0 g L' benzylaminopurine, 15.0 g L sucrose, 1.0 g L' activated
carbon, 0.1 g L' myo-inositol, 6.0 g L™ agar and increased concentrations of mannitol
and sorbitol at different temperature conditions (18°C and 20°C). Evaluations were
carried out during the 30, 45, 60, 90 and 120 days in relation to the number of shoots
and leaflets in the two temperatures studied. At 120 days after storage, growth
resumption was performed in 100% MS medium with 30 g L sucrose, 1.0 g L
activated carbon, 0.1 g L myo-inositol and 6 g L' of agar, with a variation of
benzylaminopurine associated with 0.25 mg L' of naphthaleneacetic acid. The number
of shoots and the number of leaflets developed from nodal segments of barueiro were
evaluated after 35 days of cultivation at 25 + 2°C and biometric analyzes of shoots were
carried out. By means of the results obtained, the temperature of 18°C and the osmotic
agent manitol at 20 g L' stood out, showing slow growth until 120 days of storage. The
BAP did not promote an increase in the in vitro growth of barueiros. Further studies are
needed to promote slow growth based on the possibility of recovering the largest
number of plants.

Keywords: Dipteryx alata Vog., minimal growth, osmotic regulators, recovery in vitro.

' Guidance Committee: José Magno Queiroz Luz — UFU (Major Professor) and Muza
do Carmo Vieira — [FGoiano — Campus Urutai.
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3 INTRODUCAO

No Cerrado se encontra a segunda maior biodiversidade da América do Sul,
superada apenas pela Amazonia. Toda essa riqueza natural demonstra a importancia dos
estudos para a conservagdo ¢ o manejo de sua diversidade bioldgica. Conservar um
bioma ¢ garantir a manutencdo das espécies que nele se estabeleceram e, em
consequéncia, a sua existéncia para as geragoes atuais e futuras. Existem cerca de 6.500
espécies de plantas no Cerrado, das quais mais de 200 ja t€ém algum uso econdmico
identificado (RIBEIRO; RODRIGUES, 2006).

O barueiro (Dipteryx alata Vog.) ¢ uma das frutiferas nativas que se encontra
com um grande potencial econdmico no Bioma Cerrado, pois possui diversas
possibilidades de utilizacdo tanto no ambito alimenticio e agroindustrial, forrageiro,
silvicultural e pastoril quanto no paisagistico e no reflorestamento de areas degradadas.
Sua importancia também esté ligada ao social e ecoldgica, pois seus frutos amadurecem
na época seca, alimentando muitas espécies da fauna local, incluindo os bovinos
(SILVA et al., 2001; SANO; RIBEIRO; BRITO, 2004).

Diante desse potencial e da crescente necessidade de valorizagdo e preservacao
das espécies nativas, as técnicas de cultura de tecidos em plantas, em alguns casos,
podem representar a Unica estratégia para conservar essas espécies fora do seu habitat,
porém, o nivel de conhecimento sobre essas técnicas em fruteiras nativas do Cerrado ¢
incipiente, pois essas plantas encontram-se, ainda, em estado selvagem, apresentando
grande variabilidade genética (FERREIRA et al., 1998; ALMEIDA, 2009).

Dentre as técnicas biotecnologicas que vém apresentando éxito destaca-se a
conservagao in vitro, sendo de grande importancia para programas de conservacao € uso
de recursos genéticos visando ao desenvolvimento, domesticacdo e melhoramento
genético das espécies, pois seu uso sustentavel deve ser valorizado como produto para
contribuir com a conservagao da natureza.

A conservagao in vitro, apesar de manter o germoplasma conservado por médios
e longos periodos, ¢ uma metodologia que vem sendo aperfeicoada na manutencao dos
bancos ativos de germoplasma e, de acordo com Engelmann (2011) e Lima-Brito et al.
(2011), dentre os tipos de conservagdo, o método de crescimento minimo ou lento tem
sido utilizado com sucesso para a conservagao in vitro a curto € médio prazo de muitas

espécies. Ele consiste na reducao do crescimento e no aumento dos intervalos entre os
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subcultivos, sem afetar significativamente a viabilidade dos explantes, decorrente das
alteracdes fisicas do ambiente (temperatura e luminosidade) e/ou quimica do meio de
cultivo (retardadores de crescimento, componentes organicos € inorganicos).

Uma abordagem amplamente aplicada envolve a adicdo de agentes osmoticos
e/ou reducdo da temperatura na qual as espécies sdo mantidas. Em geral, temperaturas
entre 15 a 20°C promovem maiores taxas de sobrevivéncias, associadas a menor taxa de
crescimento, sem mudangas morfoldgicas aparentes e alteracdes anatomicas dos tecidos
vegetais (PEDROSO et al., 2010; SILVA & SCHERWINSKI-PEREIRA, 2011).

Os trabalhos de conservagdo in vitro de barueiro ainda sdo escassos ¢
desenvolver metodologias que priorizem protocolos de micropropagacdo e conservagao
in vitro desta espécie ¢ interessante para a manutencdo de germoplasma, produgdo de
mudas e melhoramento de espécies nativas do Cerrado.

A utilizagdo desta técnica biotecnologica visa a manutencdo da espécie,
permitindo uma difusdo de tecnologias de conservagao de germoplasma para os 0rgaos
de preservacao ambiental, possibilitando o melhor uso sustentavel das espécies nativas
livres da extingdo. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver um
protocolo para a conservacao in vitro de Dipteryx alata Vog., o barueiro do Cerrado,
sob regime de crescimento minimo, com a utilizagdo de agentes osmaticos a baixas

temperaturas e avaliar a retomada de seu crescimento in vitro apds conservacao.
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4 MATERIAL E METODOS

41. ETAPA 1: Conservacao in vitro de barueiro (Dipteryx alata Vog). em
diferentes temperaturas e agentes osmaticos.

Para a realizacdo da conservagdo in vitro de barueiro sob regime de crescimento
lento foram utilizados como explantes segmentos nodais, de aproximadamente 2,0 cm
de comprimento, retirados de plantulas de barueiro cultivadas in vitro (Figura 1 A) em
meio MS com metade da concentragdo de sais (50%), suplementado com 1,0 mg L' de
benzilaminopurina (BAP) e acrescido de 15 g L' de sacarose, 0,1 g L'! de mio-inositol,
1,0 g L'! de carvdo ativado e 6,0 g L' de 4gar sob 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas
com 35 dias de cultivo. Foram utilizadas como plantulas padrdo para retirada do
segmento nodal (Figura 1 A), as plantulas que possuiam a parte aérea com o segundo
par de folhas alternas desenvolvidas, contendo foliolos, e com a gema apical curvada
dorsalmente em forma de acicula, expandindo-se a medida que a nova folha se

desenvolve (FERREIRA et al., 1998).

d (A) (B) (©)
FIGURA 1 — Plantula padrao de barueiro para retirada do explante (A); Explante de
segmento nodal de barueiro (B); Inoculagao de segmento nodal de barueiro em frasco
com meio de cultura (C). Laboratério de Biotecnologia. Instituto Federal Goiano,
Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula.

Em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais (Figura 1 B) foram retirados
com laminas de bisturi n° 11 e inoculados (Figura 1 C) em meio MS com metade da
concentracdo dos sais (50%), suplementado com 1,0 g L™ de benzilaminopurina (BAP),
15,0 g L' de sacarose, 1,0 g L' de carvdo ativado, 0,1 g L"! de mio-inositol, 6,0 g L' de

agar e acrescido de diferentes concentragdes de manitol e sorbitol em diferentes
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condi¢des de temperatura (Tabela 1). O pH foi ajustado para 5,8+2. Os frascos foram
vedados com tampas de polipropileno e autoclavados a 121°C, durante 20 minutos.

As avaliagdes foram realizadas ao longo dos 30, 45, 60, 90 ¢ 120 dias apos
inoculagdo (DAI), quanto ao numero de brotos e de foliolos nas duas temperaturas
(18°C e 20°C) e, ao final dos 120 dias de conservagdo, avaliou-se a taxa de

sobrevivéncia dos explantes.

TABELA 1 — Tratamentos utilizados para a conservagao in vitro de segmentos nodais
de barueiro em duas temperaturas e diferentes concentracdes e agentes osmoticos
(manitol e sorbitol), sob regime de crescimento lento. Urutai-GO, 2018.

Agenics Usmoticos (g L)
Tratamentos Temperatura (°C)

Manitol Sorbitol
T1 18 0,00 0,00
T2 18 10,0 10,0
T3 18 15,0 20,0
T4 18 20,0 30,0
T5 20 0,0 0,0
T6 20 10,0 10,0
T7 20 15,0 20,0
T8 20 20,0 30,0

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes por tratamento, em que cada repeticdo continha quatro frascos e cada frasco
contendo um explante (segmento nodal) de barueiro. Foi instalado um experimento
separadamente para cada temperatura, utilizando as duas concentragcdes dos agentes
osmoticos manitol e sorbitol.

ApoOs as avaliagoes, realizou-se a andlise estatistica das varidveis numero de
brotos, nimero de foliolos e taxa de sobrevivéncia sendo utilizado o modelo linear
generalizado (GLM) binomial com fun¢@o de liga¢do logit em funcdo dos tratamentos
(doses de manitol e sorbitol) sob as temperaturas 18°C e 20°C. Foram construidos
intervalos de 95% de confianca para a comparagdo desses e todas as andlises estatisticas

foram realizadas com o ambiente R (R Core Team, 2017) de computagao estatistica.

42. ETAPA 2: Retomada do crescimento dos segmentos nodais de barueiro
(Dipteryx alata Vog.), conservados in vitro.

Apds o periodo de 120 dias de conservacdo in vitro de barueiro, os brotos

desenvolvidos a partir de segmentos nodais foram transferidos para frascos contendo
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meio de cultura MS com 100% da concentragio dos sais, suplementado com 30 g L' de
sacarose, 1,0 g L™ de carvdo ativado, 0,1 g L™! de mio-inositol e solidificado com 6 g L"!
de 4gar, com variagio de benzilaminopurina (BAP) associado com 0,25 mg L' de 4cido
naftalenoacético (ANA) (Tabela 2). Os brotos desenvolvidos a partir de segmentos
nodais foram padronizados quanto ao comprimento, deixando-os com apenas 2 cm, para
maior uniformidade nas avaliacdes. O pH foi ajustado para 5,8+2. Os frascos foram

vedados com tampas de polipropileno e autoclavados a 121°C, durante 20 minutos.

TABELA 2 - Tratamentos utilizados para a retomada de crescimento dos segmentos
nodais de barueiro, advindos da conservagao in vitro sob as temperaturas de 18° e 20°C,
submetidos a diferentes concentra¢des de benzilaminopurina (BAP). Urutai-GO, 2018.

Tratamentos Temperatura (°C) BAP (mg L)
T1 18 0,0
T2 18 1,0
T3 18 2,0
T4 18 3,0
T5 20 0,0
T6 20 1,0
T7 20 2,0
T8 20 3,0

A retomada de crescimento in vitro dos segmentos nodais de barueiro ocorreu
em sala de crescimento, a 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas, fornecido por lampadas
fluorescentes brancas. As avaliagdes foram realizadas aos 35 dias apds inoculacao
(DAI). Avaliou-se o numero de brotos e o numero de foliolos desenvolvidos a partir de
segmentos nodais de barueiro e foram feitas analises biométricas (Figura 02 A, B, Ce
D) quanto ao comprimento de parte aérea (CPA), em centimetros (cm), com auxilio de
um paquimetro analdgico e da massa fresca (MF) e seca (MS) dos brotos
desenvolvidos, em gramas (g), e obtida por meio de pesagem individual em balanga
digital. A massa seca foi realizada em estufa, sob temperatura de 60°C por 48 horas.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com vinte
repeti¢des por tratamento, em que cada frasco continha um explante (segmento nodal)
de D. alata proveniente da conservagao in vitro.

Apos as avaliagdes, as varidveis foram submetidas a analise de variancia com o

auxilio do programa R (R Core Team, 2017) de computagao estatistica.
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FIGURA 02 - Broto apos 35 dias de retomada de crescimento para caracterizacao
biométrica (A); Broto desenvolvido (B); Determinacdo da massa fresca (C) e
comprimento de broto (D) de segmento nodal de barueiro, apds a retomada de
crescimento, sob diferentes doses de BAP. Laboratério de Biotecnologia. Instituto
Federal Goiano, Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ETAPA 1: Conservacao in vitro de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em
diferentes temperaturas e agentes osmaticos.

Um dos aspectos fundamentais na conservagao in vitro € adequar conjuntamente
as concentracdes de substancias com potencial osmorregulador e as temperaturas a fim
de promover o crescimento lento e possibilitar a retomada de crescimento de explantes
apos o periodo de conservagao in vitro proposto, promovendo assim uma manuten¢ao
da viabilidade das plantas ap6s o periodo de incubagdo.

Diante dos resultados encontrados no presente trabalho, a utilizagdo de
diferentes agentes osmoticos e concentragdes, acrescentados ao meio de cultura
conjuntamente com temperaturas baixas, age sobre o crescimento e desenvolvimento
dos explantes de baru na conservagao in vitro por 120 dias.

A taxa de sobrevivéncia dos explantes de baru, sob temperatura de 18°C com
diferentes doses de manitol e sorbitol foram superiores, apresentando p-valor menor que
0,05, em relacdo a temperatura de 20°C (Figura 3 A, B).

Comprando a sobrevivéncia dos explantes mantidos a 18°C em meio de
crescimento lento com a presenca de reguladores osmoticos (manitol e sorbitol) houve
diferenca estatistica entre as testemunhas - 0 g L' de sorbitol e manitol - em relacdo a
dosagem de 15 g L! de manitol, que apresentou baixa taxa de sobrevivéncia (Figura 3
A).

Na conservagdo in vitro de baru, em temperatura de 20°C, ndo houve diferenga
estatistica em nenhum dos tratamentos contendo os reguladores osmoticos manitol e

sorbitol (Figura 3 B).
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FIGURA 3 - Sobrevivéncia de explantes de baru na conservagdo in vitro sob
temperatura de 18°C (A) e 20°C (B). M: Manitol; S: Sorbitol, dose em g L. Urutai-
GO, 2018.

Ao analisar os valores médios (Figura 4) ao final da conservagdo in vitro de
barueiro (120 dias), com diferentes concentragdes de agentes osmoticos, permite-se a
constatagdo dos niveis de expressdo na producao de numero de brotos de 2,35 a 1,41
para os tratamentos T1 e T4, com a utilizagdo do manitol para indu¢do de conservacao

na temperatura de 18°C (Figura 5 A, B, C). Ao se avaliar as médias para o regulador
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osmotico sorbitol, nas mesmas condic¢des os valores, apresentam-se entre 2,06 e 1,63
para os tratamentos T3 e T1.

Nesse sentido, Santos et al. (2011), em estudos com conservacdo in vitro de
mangabeira do Nordeste, analisando segmentos nodais com brotacdes adventicias de
mangabeira conservados in vitro por 120 dias em meio de cultura MS com diferentes
combinagdes de sorbitol (10; 20 e 40 g L!) e sacarose (0 e 15 g L), encontraram
valores variando de 3,92 a 4,85 (sorbitol sem adi¢do de sacarose) e valores de 3,32 a
6,90 (sorbitol + sacarose).

2,50 7

2,00 A
1,50 1

1,00 A B Manitol

« Sorbitol

Numero de brotos

0,50 1

Pl NN

0,00 A
TT T2 T3 T4

18°C
FIGURA 4 — Numero de brotos apos 120 dias de conservagdo in vitro de barueiro por
crescimento lento. Urutai-GO, 2018.

FIGURA 5 — Segmento nodal de barueiro em diferentes fases de desenvolvimento in
vitro sob temperatura de 18°C e diferentes concentracdes de manitol, sob regime de
crescimento lento (A, B, C). Laboratério de Biotecnologia. Instituto Federal Goiano,
Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula.
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A andlise dos dados apresentados na Figura 6 A indica que os agticares alcoois
utilizados como reguladores osmoticos (manitol e sorbitol) tiveram influéncia
significativa na formagdo de brotos por segmento nodal aos 30 dias de armazenamento,
sob baixas temperaturas (18°C e 20°C). Observou-se que a formagao de brotos foi
menor para o tratamento que contém o agente osmotico manitol na dose de 20 g L, na
temperatura de 18°C, com 0,4 brotos de média (Figura 6 A).

Decorridos os 45 dias de armazenamento, observou-se que a formacdo dos
brotos ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos (Figura 6 B). Nesta leitura,
todos os tratamentos mantiveram-se viaveis e semelhantes quanto a variavel nimero de
brotos.

Segundo constataram Camilo et al. (2009), trabalhando com explantes de
algoddo do campo aos 30 e aos 60 dias de avaliagdo in vitro, aos 60 dias apos a
inoculacdo foi obtida uma média de 4,6 gemas formadas, contra apenas 2,7 gemas aos
30 dias de avaliacdo. A analise da relacdo entre o nimero de gemas formadas e o tempo
de avaliagdo mostrou que, em média, aos 60 dias, o nimero de gemas formadas foi
significativamente maior que aos 30 dias. Os dados obtidos nos primeiros 45 dias de
armazenamento sdo promissores, pois os valores se mantiveram semelhantes ou

menores quando comparado com a avaliagdo anterior (Figura 6 A, B).
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FIGURA 6 — Numero de brotos em relagdo aos tratamentos no decorrer dos 30 (A) e 45
(B) dias de conservagdo in vitro de barueiro nas temperaturas de 18°C e 20°C. M:
Manitol; S: Sorbitol, dose em g L!. Urutai-GO, 2018.

J& aos 60 dias de armazenamento, sob 20°C, o agente osmotico sorbitol na dose
de 30 g L' apresentou menores valores de brotos (1,22) formados (Figura 7 A).
Enquanto que aos 90 dias tanto o tratamento contendo manitol na dose de 10 g L' (1,57
brotos) quanto o tratamento contendo sorbitol na dose de 30 g L' (1,30 brotos), em
conservagdo a 20 °C, apresentaram menores valores de brotos formados (Figura 7 B).
Os acessos mantidos in vitro sdo submetidos a ambientes fisico-quimicos que diminuem
o metabolismo e reduzem o crescimento da planta, sem afetar a viabilidade,
possibilitando intervalos maiores entre os subcultivos reduzindo-se assim a mao de obra
€ 0 espacgo necessarios para a conservagdo. A diminui¢do da atividade metabolica pode
ocorrer pela reducdo da intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de retardadores de
crescimento ao meio de cultura ou pela diminuicdo da concentracdo dos componentes
salinos e organicos do meio (WITHERS; WILLIAMS, 1998).

No presente estudo constata-se que as diferengas significativas podem variar em
funcdo das temperaturas, tipos de agentes osmoticos e diferentes concentragdes desses
agentes. Todavia, esses valores também podem se apresentar estatisticamente iguais e
mesmo assim estabelecer protocolos de conservacao para essa frutifera que possibilitem

a manutencao de barueiro in vitro por periodos que podem variar de 30 a 120 dias.
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FIGURA 7 — Numero de brotos quanto aos tratamentos no decorrer dos 60 (A) e 90 (B)
dias de conservagao in vitro de barueiro nas temperaturas de 18°C e 20°C. M: Manitol;
S: Sorbitol, dose em g L', Urutai-GO, 2018.

Também trabalhando com a conservacao in vitro de segmentos nodais retirados
de Cochlospermum regium (algodao-do-campo), um arbusto de ocorréncia frequente
nas areas do Cerrado, Caatinga e Pantanal, Camilo et al. (2009) avaliaram essa espécie
por 90 dias, sob trés regimes de temperatura (10, 20, e 25°C), e em trés concentragdes

de meio WPM (%, % e pleno) e segundo os autores a conservacao da espécie in vitro
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mostrou-se vidvel a partir do armazenamento em camara de crescimento a 20°C em
meio de cultivo 2ZWPM. Sob essas condi¢des, os explantes mantiveram um crescimento
lento e percentual de sobrevivéncia de 100%, apds trés meses de avaliacao.

Aos 120 dias de armazenamento nao houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (Figura 8). Essa informagdo permite a inferéncia de que o armazenamento
neste periodo de tempo e nas condigdes testadas ndo diferenciam nos tratamentos
quanto a variavel numero de brotos, demostrando que a conservagao se encontra estavel
nessa data de leitura. Lima-Brito et al. (2011) comparando dois tipos de agentes
osmoticos, nas duas temperaturas testadas (em camara do tipo B.O.D. a 18°C e em sala
de crescimento a 254+3°C) na conservagdo in vitro de sempre-vivas, ndo observaram
diferengas significativas para comprimento da parte aérea entre os meios suplementados
com sacarose € sacarose + sorbitol, tanto na concentragio total de 30g L "' como de 45 g

L-l.
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FIGURA 8 — Numero de brotos em relacdo aos tratamentos, aos 120 dias de
conservagao in vitro de barueiro de 18°C e 20°C. M: Manitol; S: Sorbitol, dose em g L
!, Urutai-GO, 2018.

Ao se avaliar os brotos formados (Figura 9 A, B) nos tempos estudados (30, 45,
60, 90 e 120) na temperatura de 20°C as médias foram menores no tratamento T8 com a
maior dose de sorbitol (30 g L'!) em que as avaliagdes ficaram em 1,20; 1,30; 1,22;

1,30; 1,70 de brotos formados ao longo dos dias avaliados.
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Na temperatura de 18°C, os menores valores médios quanto a formagdo de
brotos ao longo das avaliagdes também foram verificados na maior concentragdo de
agente osmotico, porém o manitol (T4 - 20 g L™') como agente osmético se destacou.
Observou-se média de 0,97; 1,43; 1,53; 1,53; 1,60 de brotos formados ao longo dos dias

de conservacao (30 a 120 dias).

FIGURA 9 — Brotos desenvolvidos a partir de segmento nodal de barueiro, conservados
in vitro sob temperatura de 20°C e diferentes concentra¢des de sorbitol, sob regime de
crescimento lento (A, B). Laboratério de Biotecnologia. Instituto Federal Goiano,
Campus Urutai-GO, 2018. Foto: Mariana Silva Pereira de Paula.

Pela abordagem realizada por Lima-Brito et al. (2011) em estudo sobre o efeito
de agentes osmoticos e temperatura na conservagdo in vitro de Syngonanthus
mucugensis Giul. subsp. Mucugensis percebe-se que os segmentos mantidos a 18°C
foram superiores aos encontrados a 25°C, para todas as varidveis analisadas
(comprimento da parte aérea e da raiz, a porcentagem de folhas verdes, a porcentagem
de explantes com brotos, o numero de brotos por explante € o comprimento dos brotos).
Cabe salientar que esses dados estdo corroborando com a presente pesquisa,
confirmando que temperaturas baixas sdo promissoras para a conservagao in vitro da
espécie D. alata.

Para as analises dos dados médios de conservacao in vitro de barueiro (Figura
10), com diferentes concentragdes de agentes osmoticos e temperaturas, quanto ao
niimero de foliolos foi de 0,88 para o T4 (20,0 g L' de manitol), na temperatura de
18°C. Esse valor é menor que a testemunha T1 (0,0 g L™ de manitol) na propor¢do de
4:1, ou seja, a média numérica dos foliolos para o T1 foi de 3,63. Esse efeito ¢ relevante
quando se pretende definir padrdes de comportamentos na conservacdo in vitro do

barueiro, uma vez que a diminui¢do do numero de foliolos, na medida em que hé o
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aumento do manitol, caracteriza a determinag¢do de um protocolo para manutencdo por
mais tempo in vitro desse recurso genético, que ¢ segmento nodal de barueiro.

Ja para o regulador osmotico sorbitol, foi observado crescente aumento nos
numeros de foliolos nos tratamentos T1-1,50; T2-3,86 ¢ T3-4,15 em temperatura de
18°C. Ao se avaliar as médias na temperatura de 20°C, o fendmeno de ganho de foliolo
se repete com as médias de T5-4,60; T6-4,95; T7-6,78. Esses valores declinam apenas
no T4-3,76 e T8-5,57 para ambas as temperaturas. Todavia, apresentam-se maiores que
a testemunha na propor¢ao de 2:1 (T1-1,50; T4-3,76) na temperatura de 18°C. No
tratamento com 20°C, o T8 também apresentou propor¢do menor em relacdo a
testemunha, (T5-4,60; T8-5,57). Resultados contrarios aos encontrados neste estudo
foram verificados por Santos et al. (2011) com a utilizagdo de sorbitol x sacarose x
tempo na conservacao in vitro com segmentos nodais de mangabeira do Nordeste. Esses
autores verificaram que o valor maximo de numero de nés encontrado, por meio da
derivada da equacgio, para 20 e 40 g L' de sorbitol foi de 6,96 e 4,11 aos 118,6 ¢ 91,5
dias de tempo de cultivo, respectivamente. Essa afirma¢do evidencia as diferentes
manifestagdes do gendtipo x ambiente em determinados padrdes de conservacdo in
vitro, sendo que para o barueiro os melhores dados para manuten¢do in vitro foram

verificados para o manitol a 20 g L' em temperatura de 18°C.
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FIGURA 10 — Numero de foliolos apds 120 dias de conservagao in vitro de barueiro
por crescimento lento. Urutai-GO, 2018.

Observa-se que o crescimento de foliolos, aos 30 dias (Figura 11 A) e 120 DAL,

foi menor nas duas testemunhas, demonstrando que durante este periodo os agentes
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osmoticos ja ndo determinavam o ritmo de desenvolvimento dos explantes estudados,
visto que as testemunhas apresentaram valores estatisticamente menores.

Nota-se que o agente osmotico sorbitol, aos 45 DAI, em todos os tratamentos
utilizados, com todos armazenados a 20 °C, apresentou maior numero de foliolos
formados (Figura 11 B). Os dados do presente estudo corroboram com Santos et al.
(2011) em estudo com conservagdo in vitro de mangabeira. Esses autores argumentam
que as interagdes sacarose X sorbitol e fatorial x testemunha adicional foram
significativas para o nimero de brotos por segmento nodal e nimero de noés por

brotacdo adventicia.
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FIGURA 11 — Numero de foliolos em relacdo aos tratamentos no decorrer dos 30 dias
(A) e 45 dias (B) de conservagdo in vitro de barueiro nas temperaturas de 18°C e 20°C.
M: Manitol; S: Sorbitol, dose em g L'!. Urutai-GO, 2018.
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Aos 60 dias de armazenamento (Figura 12 A), o agente osmoético manitol nas
dosagens de 10 e 20 g L', em ambas as temperaturas, obtive menores niimeros de
foliolos. O agente osmodtico manitol na dosagem de 15 g L' e o sorbitol nas doses de 10
g L'e 30 g L' e a testemunha, armazenados a 18°C, foram os que apresentaram 0s
menores valores quanto ao nimero de foliolos. Ao se avaliar o tempo de 90 dias apos a
inoculagdo (Figura 12 B), constata-se, que o manitol apresentou os menores resultados

de numero de foliolos em todas as doses observadas nas duas temperaturas testadas.
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FIGURA 12 — Numero de foliolos em rela¢dao aos tratamentos no decorrer dos 60 (A) e
90 (B) dias de conservagdo in vitro de barueiro nas temperaturas de 18°C e 20°C. M:
Manitol; S: Sorbitol, dose em g L'!. Urutai-GO, 2018.
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Constata-se que mesmo com o uso de reguladores osmoticos os segmentos
nodais de D. alata desenvolveram-se com os brotos formados apresentando crescimento
foliar (foliolos) (Figura 13). Sabe-se que a presenca da sacarose no meio de cultivo ¢
fundamental para manter o desenvolvimento dos brotos, ja que a sacarose desempenha
um papel importante sendo um dissacarideo ndo redutor universalmente utilizado como
fonte de energia e esqueleto de carbono para plantas mantidas in vitro. Esse agucar
promove aumento de biomassa e sua concentragdo ¢ um fator determinante no
crescimento de plantas em condi¢des in vitro (ANKITA; ANIMESH, 2013). De fato,
outros estudos também relatam que a adicdo de sacarose tem efeito benéfico no
crescimento e desenvolvimento de plantas in vitro (FORTES; PEREIRA, 2001; FARIA
et al., 2006; FLORES et al., 2013).
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FIGURA 13 — Numero de foliolos em rela¢dao aos tratamentos no decorrer dos 120 dias
de conservacao in vitro de barueiro nas temperaturas de 18°C e 20°C. M: Manitol; S:
Sorbitol, dose em g L. Urutai-GO, 2018.

Em estudos para o desenvolvimento de um protocolo para conservacao in vitro
de dois genotipos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown utilizando diferentes reguladores
osmoticos (sacarose; manitol; sorbitol) e temperaturas (15°C e 25°C), Santos et al.

(2012) observaram a interagao entre os genotipos, temperatura e reguladores osmoticos
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aos 90 dias de conservagdo in vitro. As melhores médias para ambos os genotipos foram
apresentadas nos tratamentos com 30 e 20 g L' de sacarose a 15°C e no tratamento com
30 g L' de sacarose a 25°C. Os autores ainda ressaltam que, possivelmente por nio
promover a absor¢ao de dgua e nutrientes, a adicdo de manitol e sorbitol no meio de
cultura pode ter interferido na sobrevivéncia dos explantes, provocando assim um
elevado estresse osmotico nas plantas.

Foi possivel constatar que em todos os tempos (30, 45, 60, 90 e 120) avaliados
as médias para o namero de foliolos foram menores nos tratamentos com maiores doses
de manitol 20 g L' em que as avaliagdes ficaram em 2,30; 2,00; 2,33; 2,25; 2,33 de
brotos por tratamento na temperatura de 20°C.

Ja para a temperatura de 18°C, nos tempos de 30, 45, 60, 90 ¢ 120, os menores
valores médios, quanto ao nimero de foliolos, ao longo das avaliagdes também foram
verificados nas maiores concentragdes do manitol (20 g L') como agente osmético,
cujos valores foram de 0,40; 0,70; 0,70; 1,30; 1,30 foliolos em média.

Estudos com agentes osmoticos na conservagio in vitro de jenipapeiro (LEDO et
al., 2013) apresentaram efeito significativo no comprimento da parte aérea e no nimero
de folhas com abscisdo das plantulas aos 90 de cultivo in vitro. Todavia, esse efeito foi
contrario aos encontrados na presente pesquisa, ja que os autores citados constataram
que nas concentracdes de 0,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 g L "' ndo foi observado o efeito de
aceleramento do comprimento da parte aérea com a utilizagdo do manitol. Esse fato
reitera a eficiéncia do protocolo de conservagdo in vitro de barueiro com a utiliza¢do do
manitol ou sorbitol em diferentes concentracdes e temperaturas, como Vvisto neste
estudo.

O sorbitol e o manitol sdo agucares alcoois que geralmente ndo sao
metabolizados pelas plantas e por isso sdo empregados para a reducdo do potencial
hidrico do meio de cultura na conservagao in vitro (GEORGE, 1993). Para o barueiro, o
manitol mostrou-se mais eficiente que o sorbitol na reducdo do crescimento das plantas
com armazenamento a 18°C assemelhando-se com os resultados obtidos para as
espécies de Solanum tuberosum L., Vanilla sp.; Cocos nucifera L. e H. speciosa var.
speciosa do Nordeste (FORTES; PEREIRA, 2001; DIVAKARAN et al., 2006; LEDO
etal., 2007; SANTOS et al., 2011).

Os agentes osmoticos, entre eles 0 manitol e o sorbitol, ao serem adicionados ao
meio de cultura, promovem a remocdo do excesso da dgua intracelular, por gradiente

osmotico, por isso o crescimento da cultura ocorre de forma mais lenta (DUMET et al.,
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1993). Estudos desenvolvidos por Machado et al. (2012) argumentam que houve efeito
significativo do manitol na redu¢do do crescimento da parte aérea de plantulas do
acesso AVG de coqueiro-ando para o crescimento da parte aérea aos 180 e 270 dias de
cultivo in vitro. O comprimento da parte aérea do acesso AVG apresentou
comportamento quadratico em relacdo as concentragdes de manitol aos 180 e 270 dias
de cultivo, sendo evidente o seu efeito inibidor do crescimento a partir de 0,2 M, com
efeito deletério na concentragdo de 0,4 M. Essas informag¢des confirmam as
constatagdes da presente pesquisa com o manitol apresentando os menores valores para
brotagdes e nimero de foliolos para a espécie D. alata.

Quanto aos agentes osmoticos e sua utilizagdo no meio de cultura para
conservagdo in vitro de material genético, Fortes e Pereira (2001) salientam que, entre
os agentes osmoticos, o manitol tem proporcionado bons resultados quanto a restri¢do
do crescimento e desenvolvimento de diversas espécies, sendo assim largamente
utilizado na conservacao in vitro. Resultados obtidos por Silva et al. (2016) demonstram
que houve reducgdo da taxa de multiplicacdo de amoreira-preta em fungao da presenga
do manitol no meio de cultura, fato que pode ter ocorrido devido a esse ser um agucar-
alcool que geralmente ndo ¢ metabolizado pelas plantas e por isso é empregado para a
redug¢do do potencial hidrico do meio de cultura e, com isso, promover um estresse
osmotico causado pela diminui¢do na absorcdo da dgua e de nutrientes presentes no

meio (ARRIGONI-BLANK et al., 2014).

5.2. ETAPA 2: Retomada do crescimento dos segmentos nodais de D. alata Vog.,
conservados in vitro;

A retomada de crescimento € um processo importante para definir um protocolo
de conservagdo in vitro. E partir desse momento que se constata a eficiéncia da
metodologia empregada na conservagao.

Os reguladores osmoticos t€ém sido bastante usados na conservacao in vitro,
devido a sua capacidade de controlar o potencial osmoético do meio. Esse efeito,
entretanto, ainda que reduza o metabolismo das plantas conservadas devido ao déficit
hidrico, pode causar um estresse elevado, podendo comprometer a integridade das
plantas conservadas. Tendo em vista este problema, ¢ necessdrio o ajuste de uma
concentragdo ideal, considerando a manutencao da capacidade regenerativa das plantas
(MACIA, 2011), pois além da sobrevivéncia e manutengdo de niveis modulados de

crescimento, o sucesso da conservagao via uso de osmorreguladores para promogao de
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crescimento lento estd baseado na possibilidade de recuperagdo do maior numero de
plantas (SILVA et al., 2016).

Para proporcionar a retomada de crescimento dos segmentos nodais de barueiro
(Dipteryx alata Vog.) apds conservagao, a suplementagdo do meio com variagdes de 6-
benzilaminopurina (BAP) associado com 0,25 mg L ! de 4cido naftalenoacético (ANA)
ndo observou diferenga significativa para os explantes advindos da conservagdo por
crescimento minimo sob a temperatura de 18°C e 20°C.

O BAP ¢ um regulador de crescimento cuja funcdo ¢ a multiplicacdo celular
(TAIZ; ZEIGER, 2013), sendo umas das citocininas que apresenta melhores resultados
na multiplicagdo de brotos in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Estimulam o crescimento pela expansao mais que pelo alongamento (STOYNOVA et
al., 2004). Isso ocorre uma vez que esta citocinina ¢ capaz de promover a quebra da
dominédncia apical e da dorméncia das gemas laterais culminando, assim, com a
formag¢do de novos brotos (GEORGE, 1993; LUIS, 2008). O ANA ¢ uma auxina que
atua na expansdo e no alongamento celular, promovendo modificacdes plasticas na
parede celular vegetal durante o processo de divisdo e aumentando a extensibilidade da
célula (KRIKORIAN, 1991), em pequenas concentracdes, também tém sido
relacionadas a varios outros processos de desenvolvimento vegetal, como o
desenvolvimento inicial de brotos (MULLER; LEYSER, 2011).

Segundo Muday et al. (2012) o sucesso desses reguladores depende do balango
entre as concentracdes, das interagdes endogenas e exdgenas do explante e da espécie e
a relagdo auxina/citocinina pode ser sinérgica ou antagdnica na regula¢do de varios
processos de desenvolvimento, como a formagdo e o alongamento apical e radicular,
além do desenvolvimento de raizes laterais e abscisdo foliar. Todavia, as caracteristicas
fisiologicas da espécie D. alata em conjunto com a relagdo auxina/citocinina utilizada e
as condi¢cdes de cultivo quanto a temperatura ¢ aos osmorreguladores utilizados na
conservagao dos explantes podem ter desfavorecido a indugdo e formagdo das brotagdes
nos explantes de barueiro. Esse fato implica em que, aos 35 dias de cultivo, quando
foram realizadas as avaliagdes da retomada do material (que antes estava em estado de
conservagdo por agentes osmoticos) o uso de BAP ndo foi favordvel na multiplicacao
dos brotos a partir de segmentos nodais de barueiro, ndo havendo a necessidade de
acrescentar a citocinina BAP ao meio de cultura, durante este periodo de retomada de

crescimento.
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Outro fator inerente a espécie D. alata que pode estar correlacionado com a
dificuldade de multiplicagdo de brotos apds conservagao in vitro por crescimento lento é
o fato de o barueiro ser caracterizado como uma planta lenhosa. As plantas lenhosas
podem possuir alguns mecanismos que, ao interagirem com o meio, passam a inibir os
processos fisiologicos que induziriam ao desenvolvimento da espécie sob a acdo de
reguladores de crescimento do tipo citocinina e, no caso especifico, do BAP.

Sobre a acdo desse regulador na micropropagacdo de lenhosas, Silva et al.
(2015), em estudos com Croton cajucara Benth, tiveram dificuldades no
desenvolvimento de protocolos de propagacdo in vitro da espécie, pois o indice de
brotacdo teve um comportamento ascendente na curva de regressdo até
aproximadamente 1,8 mg L' de BAP, e nessa concentracio apenas 58,9% das
microestacas apresentaram brotacdo, apds 30 dias de cultivo (ponto de maxima
eficiéncia calculada). Apds essa concentragdo, incrementos nos valores de BAP
corresponderam a queda nas taxas de brotagcdo. Esses autores também afirmam que nas
concentracdes 0 € 3 mg L' de BAP foi aonde as microestacas apresentaram as menores
taxas de brotagdao. Esses dados refor¢am o presente estudo, pois as concentragdes de
BAP utilizadas (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L) nio apresentaram diferencas estatisticas,
podendo ainda ndo ser eficientes no estimulo das brotagdes, assim como o alongamento,
caso também observado na presente pesquisa.

Silva et al. (2015) argumentam ainda que para determinadas espécies, sobretudo
as lenhosas, quando cultivadas in vitro, ao entrarem em crescimento ativo podem dentro
de poucas semanas entrarem em fase de senescéncia e simplesmente pararem a

multiplicagdo, com consequente queda das folhas.
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6 CONCLUSOES

A temperatura de 18°C e o agente osmotico manitol a 20 g L sdo indicados
para a promogao da conservagado in vitro por crescimento lento para a espécie D. alata
do Cerrado goiano pelo periodo de 120 dias;

O sorbitol nas concentragdes e temperaturas utilizadas nao ¢ recomendado para a
conservagao in vitro de barueiro.

Nao houve incremento das caracteristicas analisadas na retomada de crescimento

in vitro de barueiro com a utilizagdo de BAP.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Ressalta-se que a combinagdo do uso de reguladores osmoticos em baixas
temperaturas visando a conservacao in vitro de espécies nativas pode ser uma estratégia
bem-sucedida em novos estudos a serem realizados, sendo este um dos trabalhos
pioneiros que servira de base principalmente no que diz respeito a conservacao in vitro
de barueiro.

O periodo de crescimento lento testado durante o experimento foi de 4 meses,
sendo visto que a utilizacdo de um regulador osmdtico, como o manitol, apresentou as
melhores respostas. Sendo assim, hd a possibilidade de testar um maior tempo de
manuten¢do in vitro (acima de 120 dias), além de possiveis combinagdes desse
regulador osmotico, como a sacarose, como bem visto em outras pesquisas realizadas.

E necessario a realizacdo de novos estudos, com a conservacdo in vitro de
barueiro do Cerrado Goiano, visando a manutencdo da viabilidade das plantas apds o
periodo de incubagdo. Sugere-se uso de outros reguladores de crescimento que possam

interferir no crescimento das plantulas de baru in vitro apds sua conservagao.
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