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RESUMO: O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) é uma espécie arborea nativa da Amazonia Oriental
Brasileira. E consumido in natura e utilizado na fabricacdo de sorvetes, doces, compotas e sucos. Objetivou-se
neste trabalho o estabelecimento de um protocolo eficiente de descontaminacdo de explantes foliares, visando a
sua introdugdo em estudos de calogénese e embriogénese somatica. As folhas foram lavadas em agua destilada
com auxilio de esponja e detergente. Em camara de fluxo laminar, as folhas foram imersas em alcool a 70% (v/v)
por 1 minuto e em seguida em solugdes de hipoclorito de célcio nas concentragdes de 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 1,25,
2,5, 5,0 e 10,0% (p/v), durante 30 minutos, sendo, em seguida, segmentadas em fragmentos de 1 cm?, 0s quais
foram inoculados em meio de cultivo MS. Metade dos explantes foi inoculada com a epiderme adaxial em
contato com o meio de cultura e a outra metade com a epiderme abaxial voltada para 0 meio. Cada unidade
experimental foi constituida de 10 explantes. Os cultivos foram mantidos no escuro, a 24+2°C. Sete dias ap6s a
inoculacdo foram avaliadas as porcentagens de contaminacao fangica e bacteriana, e de explantes necrosados. Os
tratamentos mais eficazes para a desinfestagdo foram as concentracGes de 0,25, 0,5 e 0,75% de hipoclorito de
célcio, resultando em descontaminacdo total dos explantes, sendo que os tratamentos com 1,0, 1,25, 2,5, 5,0 e
10,0% de hipoclorito de célcio resultaram em alto nivel de necrose (100%), independente da superficie da folha
em contato com o meio. Os explantes com superficie abaxial em contato com o meio continuaram verdes,
enquanto os explantes com a superficie adaxial em contato com o meio necrosaram. Considerando-se as
variaveis avaliadas, recomenda-se a utilizacdo de 0,25% de hipoclorito de célcio e a posi¢do do explante com a
epiderme abaxial em contato com o meio de cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Platonia insignis. Cultura de tecidos vegetais. Hipoclorito de célcio. Estabelecimento in
vitro. Descontaminagdo de explantes.

INTRODUCAO

O bacurizeiro (Platonia insignis
Mart.) é uma espécie arbérea de uso multiplo
(fruto, madeira, latex) nativa da Amazonia
Oriental Brasileira. Seus frutos ocupam
posicdo de destaque na preferéncia dos
consumidores dos estados do Para, Piaui e
Maranhdo, onde se encontram diversificadas
populagdes naturais (SOUZA et al., 2000).

O bacurizeiro pertence a familia
Clusiaceae, subfamilia Clusioideae, género
Platonia, espécie Platonia insignis Mart.
(BRAGA, 1976). O nome genérico Platonia
¢ uma homenagem ao filésofo grego Platdo
(BARROSO et al., 2002). A palavra insignis
significa notavel, insigne, importante,
grande, que chama a atencdo (RIZZINI &
RIZZINI, 1983; FERREIRA,1998), em

referéncia indireta ao porte e a utilidade da
planta, e também ao tamanho, sabor e aroma
do fruto.

A palavra bacuri vem do tupi, onde
“ba” significa — cair e “curi” — logo, isto é, 0
que cai logo que amadurece (FONSECA,
1954). O bacuri é um fruto do tamanho de
uma laranja, redondo, com casca grossa, e de
cor amarelo-citrina, contendo polpa viscosa e
muito saborosa. Quando maduro, exala um
perfume suave e fragrante, que se assemelha
ao jasmim (FONSECA, 1954). A producéo
de bacuri ndo tem sido suficiente para
atender a crescente demanda do mercado
consumidor; portanto, a médio ou a longo
prazos, essa espécie pode estabelecer-se
como uma nova e excelente alternativa para
0s mercados interno e externo de frutas
(SILVA et al., 2010). E consumido in natura
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e utilizado na fabricacdo de sorvetes, doces,
compotas e sucos. Embora a espécie seja
mais conhecida como planta frutifera, produz
madeira com boas caracteristicas fisico-
mecanicas, utilizada na fabricacdo de moveis,
caibros, estacas, dormentes, ripas,
embalagens pesadas e tacos (MAINIERI &
LOUREIRO, 1964; LOUREIRO et al., 1979;
MAINIERI & CHIMELO, 1989; PAULA &
ALVES, 1997). Além de ser uma planta
frutifera e madeireira, suas sementes podem
ser utilizadas para extracdo de Oleo,
fornecendo ainda como subproduto um farelo
que contém 16% de proteina (PESCE, 1941).

Contudo, por ndo constituir ainda
uma cultura comercialmente estabelecida, a
producdo de frutos do bacurizeiro ¢é
decorrente, na quase totalidade, de atividades
extrativistas, sendo raros 0s pomares com
essa espécie. Entre os fatores limitantes para
o cultivo racional do bacurizeiro destacam-
se: a falta de técnicas adequadas para a
producdo de mudas; o longo periodo de
juvenilidade; e a heterogeneidade da
producdo de plantas propagadas por meio de
sementes (RODRIGUES, 2000).

As folhas do bacurizeiro sdo opostas
e simples, pecioladas, de textura subcoriacea
a coriacea, obovadas, de formato eliptico-
obovadas, ovadas ou elipticas, ldamina foliar
simétrica, margens inteiras e bordos
ondulados, medindo de 15 a 20 cm de
comprimento e de 6 a 9 cm de largura. Sdo
lisas e verdes brilnosas na face superior.
Apresentam apice e base agudos, nervuras
laterais densas, delicadas e numerosas,
paralelinérveas, aproximadas entre si e
salientes nas duas faces (MOURAO &
BELTRATI, 1995; MANICA, 2000).

A cultura de tecidos vegetais ou
micropropagacao é uma ciéncia que detém as
técnicas por meio das quais pequenos
fragmentos de tecido vegetal, designados
explantes, séo cultivados em meio nutritivo
sob condicGes assepticas (REZENDE, 2005).
A aplicacdo destas técnicas tem como
principais vantagens o rapido aumento do
namero de individuos e a possibilidade de
conservacdo de germoplasma, garantindo a

manutencgao da biodiversidade
(ECHEVERRIGARAY et al., 2001).

O cultivo in vitro é um método
viavel para propagagdo clonal e massal de
diversas espécies florestais e vem sendo
utilizado com sucesso. Entretanto, um dos
maiores obstaculos no estabelecimento in
vitro de espécies lenhosas esta na dificuldade
de obter tecidos livres de contaminagdes
provocadas por fungos e bactérias, além dos
compostos fenolicos que provocam oxidacéo
nos explantes. (THORPE et al., 1991;
GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998;
LANDA et al., 2000). Os fungos e bactérias
agem de forma indireta, comprometendo o
desenvolvimento normal dos cultivos pela
competicdo por nutrientes e vitaminas do
meio de cultura e pela produgdo de
metabdlitos fitotoxicos, como o0s &cidos
lactico e acético e o cianeto (LIMA &
MORAES, 2006).

Os niveis de contaminacdo tendem a
ser maiores quando as plantas matrizes
utilizadas como fonte de explantes s&o
originadas do campo. Contudo, mesmo as
plantas submetidas a rigoroso controle
fitossanitario e mantidas em  viveiro
protegido ou casa de vegetacdo sdo fontes
potenciais de microorganismos, que podem
tornar-se limitantes aos procedimentos de
cultivo in vitro (MEDEIRQOS, 1999). A
descontaminacdo consiste em eliminar estes
microrganismos, porém preservando 0
material vegetal a ser regenerado (RAZDAN,
2003).

Vérias substancias germicidas a

base de cloro sdo utilizadas para
descontaminacdo dos explantes; as mais
comuns sd o hipoclorito de sodio,

encontrado em formulagGes comerciais de
agua sanitaria, ou hipoclorito de calcio,
encontrado na forma de pdé em lojas de
material para piscina (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). Segundo Domini et al.
(2005), o mecanismo de agédo do cloro ativo
ndo é bem conhecido, embora algumas
hipdteses sugiram que ha uma combinagéo
com proteinas da membrana celular dos
microrganismos,  formando  compostos
toxicos e levando a inibicdo das enzimas
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essenciais, provocando, assim, a necrose nao
sO dos agentes infestantes mas também do
material bioldgico.

A fim de contribuir com os estudos
nessa cultura, objetivou-se o estabelecimento
de um protocolo eficiente de
descontaminacdo de explantes foliares de
bacurizeiro, visando a sua introducdo em
sistemas de calogénese e embriogénese
somatica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas como fonte de
explantes, folhas jovens, oriundas de
bacurizeiros mantidos no campo
experimental da Embrapa Rond6nia, em
Porto Velho-RO. Os materiais foram
conduzidos ao laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais, onde passaram por uma
pré-limpeza, sendo lavadas em agua destilada
com auxilio de esponja e detergente. Em
camara de fluxo laminar, as folhas foram
submersas em alcool 70% (v/v) por um
minuto e em seguida em solucdes de 0,25,
0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 2,5, 5,0 e 10,0% (p/v) de
hipoclorito de célcio, durante 30 minutos,
sendo em seguida enxaguadas trés vezes com
agua destilada. As folhas foram segmentadas
em placas de Petri, com a ajuda de bisturi,
em fragmentos de 1 cm?2. Estes explantes
foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultivo MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), sem
reguladores de crescimento, acrescido de
3,0% de sacarose e solidificado com 0,8% de
agar, pH ajustado para 5,8. Metade dos

explantes foi inoculada com a epiderme
adaxial em contato com o0 meio de culturae a
outra metade com o lado abaxial para baixo.
) delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, sendo cada unidade
experimental constituida de 10 explantes. As
culturas foram mantidas em sala de
crescimento, no escuro, a 24+2°C. Apds 7
dias verificaram-se as porcentagens de
contaminacdo fingica e bacteriana, e de
explantes necrosados (FERREIRA et al.,
2009). Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 1, observa-se que
todas as concentracfes de hipoclorito de
calcio resultaram em 100%  de
descontaminacdo dos explantes, porém
somente as concentragdes 0,25, 0,5 e 0,75%
por 30 minutos foram eficientes, quando os
explantes foram inoculados com a superficie
abaxial em contato com o meio de cultivo.
Estes explantes, além de totalmente
descontaminados,  continuaram  verdes,
diferindo significativamente dos tratamentos
nos quais os explantes foram inoculados com
a superficie adaxial em contato com o meio
de cultivo e também dos tratamentos com
maiores concentragdes de hipoclorito de
calcio, nos quais se observou necrose de
todos os explantes, tanto do lado abaxial
como do lado adaxial.

Tabela 1 — Porcentagens de contaminacdo e necrose de explantes foliares de Platonia insignis
Mart. submetidos a imersdo em solucBes de hipoclorito de célcio durante 30 minutos e
subsequente inoculacdo com as superficies abaxial ou adaxial em contato com o meio de

cultivo.

Hipoclorito de Superficie em contato

Contaminacéo (%) Necrose (%)

célcio (%) coOm 0 meio
0,25 Abaxial 0 (a) 0 (b)
0,25 Adaxial 0 (a) 100 (a)
0,50 Abaxial 0 (a) 0 (b)
0,50 Adaxial 0 (a) 100 (a)
0,75 Abaxial 0 (a) 0 (b)
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0,75 Adaxial 0 (a) 100 (a)
1,00 Abaxial 0 (a) 100 (a)
1,00 Adaxial 0 (a) 100 (a)
1,25 Abaxial 0(a) 100 (a)
1,25 Adaxial 0 (a) 100 (a)
2,50 Abaxial 0 (a) 100 (a)
2,50 Adaxial 0 (a) 100 (a)
5,00 Abaxial 0 (a) 100 (a)
5,00 Adaxial 0 (a) 100 (a)
10,0 Abaxial 0 (a) 100 (a)
10,0 Adaxial 0 (a) 100 (a)

Nota: Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Santos et al. (2011), utilizando
hipoclorito de célcio a 5,0 e 10,0% obtiveram
descontaminacdo de explantes foliares de C.
verticillata, porém a maior concentracao
desta solucdo resultou em necrose dos
explantes. Ja Rocha et al. (2007) obtiveram
resultados  satisfatorios  utilizando  as
concentracdes de 5,0 e 10,0% de hipoclorito
de célcio em explantes de bananeira ‘prata
ana (ABB)’. Resultados similares foram
observados por Cordeiro (1999), ao utilizar
como desinfestante o hipoclorito de calcio
50% em explantes foliares de Coffea
canephora e C. ardbica; e Heloir et al.
(1997), em gemas axilares de videira Vitis
vinifera L. cv. Pinot Noir. J& Borelli et al.
(1990) observaram altos indices de
contaminacdo utilizando hipoclorito de calcio
nas concentracées de 1,0, 2,0, 4,0 e 6,0% em
esporos in vivo e in vitro de pteridéfitas
(Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook e
Cyanthea schanshin Mart.); O tratamento
mais eficiente foi o desinfestante a 2%.
Ferrador & Marques (2005) obtiveram uma
porcentagem de 30% de necrose ao utilizar o
hipoclorito de célcio a 10% em explantes de
Castanea sativa Mill.

Um processo de desinfestacéo eficaz
¢ aguele que combina baixas taxas de
contaminagdo e de necrose, com a menor
exposicao possivel ao agente
descontaminante (TORRES et al., 1998).
Deste modo, no presente estudo com
explantes foliares de Platonia insignis,
verificou-se que a imersdo durante 30
minutos em solucdes de 0,25, 0,5, 0,75% de
hipoclorito de calcio foram as mais eficientes
para a desinfestagcdo, seguida de inoculagéo
dos explantes com a superficie abaxial em
contato com 0 meio para evitar a necrose dos
mesmaos.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos
conclui-se que para evitar a contaminagéo in
vitro de explantes foliares de bacurizeiro
durante o estabelecimento, recomenda-se
imersdo em solucdo de hipoclorito de calcio a
0,25% durante 30 minutos, com a superficie
abaxial em contato com 0 meio, o que resulta
em descontaminacéo total dos explantes, sem
necrose dos tecidos, aumentando a
percentagem de sobrevivéncia e
estabelecimento.

ESTABLISHMENT OF PROTOCOL FOR DECONTAMINATION OF LEAF
EXPLANTS OF Platonia insignis Mart.

ABSTRACT: Platonia insignis Mart. is a bush species native to the Eastern Brazilian Amazon. It is consumed in
natura and in preparations like ice cream, sweeties, jams and juices. The objective of this work was the
establishment of an efficient protocol for surface sterilization of leaf explants aiming at its introduction in
callogenesis and somatic embryogenesis studies. The leaves were washed with distilled water and a detergent
agent. In a laminar flow hood they were immersed in alcohol 70% (v/v) for 1 minute and then immersed in
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calcium hypochlorite solutions 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 2.5, 5.0 or 10.0% (w/v) during 30 minutes, rinsed three
times in distilled water, and cut in 1cm2 fragments, which were inoculated in MS medium. Half of the explants
were inoculated with the abaxial epidermis in contact with the medium and half with the adaxial epidermis
facedown. Each experimental unit was represented by 10 explants. The cultures were kept in the dark at 24+2°C.
Seven days after inoculation the percentages of contamination and necrosis of the explants were evaluated. The
most efficient were the concentrations of 0.25, 0.5 and 0.75% calcium hypochlorite, which resulted in total
sterilization of the explants. Treatments with 1.0, 1.25, 2.5, 5.0 and 10.0% calcium hypochlorite resulted in high
level of necrosis (100%), independent of the side in contact with the medium. All the abaxial side facedown
explants kept green and the adaxial ones became necrotic. It is recommendable 0.25% calcium hypochlorite in
the surface sterilization and the abaxial epidermis in contact with the culture medium.

KEYWORDS: Platonia insignis. Plant tissue culture. Calcium hypochlorite. In vitro establishment. Explant
decontamination.
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