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RESUMO

Bagassa guianensis ¢ uma arvore endémica da floresta amazonica que produz sementes
com baixa taxa de germinagdo, rapida perda de vigor e recalcitrancia. A espécie tem
importancia ecoldgica e econdmica e sofre uma rapida redugcdo de suas populacdes
naturais devido as pressdes antropicas. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
protocolo de micropropagacdo de B. guianensis. ApOs a assepsia, as sementes foram
inoculadas em meio MS/2 com 0,5 mg L' de GA3 ou AgNOs, e sem regulador. O
material foi mantido em sala de crescimento sob LED azul e vermelho, LED branco ou
no escuro. Segmentos nodais foram inoculados em meio MS com diferentes
concentragdes de BAP (0; 0,5; 1; 2 e 4 mg L!); e os segmentos apicais foram
inoculados em MS com diferentes concentragdes de AIB (0; 0,5; 1; 2 ¢ 4 mg L).
Plantas originarias da micropropagacdo passaram por cultivo fotoautotréfico em
diferentes substratos: terra preta organica comercial ou areia com 10 g L'! de Basacote®.
As sementes apresentaram fotoblastismo positivo e cultivo em meio MS com GA3; com
uso de LED branco produziu plantas mais longas; ja o uso de LED azul e vermelho
produziu plantas com mais niimeros de noés e folhas. O maior numero de brotacdes foi
obtido com o uso de 4 mg L! de BAP; ja 0 maior niimero de raizes foi obtido com 0,5
mg L' de AIB. Porém, a adi¢do de reguladores de crescimento proporcionou uma alta
taxa de calogénese. O cultivo fotoautotrofico com terra preta organica comercial
proporcionou 73,3% de sobrevivéncia das plantas em casa de vegetagdo. Se recomenda
utilizar LED azul e vermelho para a germinagdo, 4 mg L' de BAP para produgdo de
brotos, 0,5 mg L' de AIB para a indugdo de raizes e substrato terra preta organica para
aclimatizagdo fotoautotrdfica de Bagassa guianensis.

Palavras-chave: Espécies lenhosas amazonicas; espécies florestais; propagacdo
vegetativa; conservacgdo de plantas



ABSTRACT

Bagassa guianensis is a tree endemic to the Amazon rainforest that produces seeds with
a low germination rate, rapid vigor loss, and recalcitrance. The species has ecological
and economic importance and is suffering a rapid reduction in its natural populations
due to anthropogenic pressures. The objective of this work was to establish a
micropropagation protocol for B. guianensis. After asepsis, the seeds were inoculated in
MS/2 medium with 0.5 mg L-1 of GA3 or AgNOs, and without regulator. The material
was kept in a growth chamber under blue and red LED, white LED, or in the dark.
Nodal segments were inoculated in MS medium with different concentrations of BAP
(0; 0.5; 1; 2 and 4 mg L"); and apical segments were inoculated in MS with different
concentrations of IBA (0; 0.5; 1; 2 and 4 mg L'). Plants originating from
micropropagation underwent photoautotrophic cultivation in different substrates:
commercial organic black soil or sand with 10 g L'! of Basacote®. The seeds showed
positive photoblastism, and cultivation in MS medium with GA3z using white LED
produced longer plants; while the use of blue and red LED produced plants with more
nodes and leaves. The highest number of shoots was obtained with the use of 4 mg L!
of BAP; while the highest number of roots was obtained with 0.5 mg L' of IBA.
However, the addition of growth regulators provided a high rate of callus formation.
Photoautotrophic cultivation with commercial organic black soil provided 73.3% plant
survival in a greenhouse. It is recommended to use blue and red LED for germination, 4
mg L' of BAP for shoot production, 0.5 mg L' of IBA for root induction, and organic
black soil substrate for photoautotrophic acclimatization of Bagassa guianensis.

Keywords: Amazonian woody species; forest species; vegetative propagation; plant
conservation.
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1 INTRODUCAO GERAL

A floresta amazonica ¢ um dos maiores patrimdénios da humanidade e se destaca
por sua riqueza bioldgica, apesar de ja ter perdido cerca de um quinto de sua extensao
no territorio brasileiro (Arruda, Silva, Nora, 2023; INPE, 2021). O Brasil ¢ um pais que
possui cerca de 15% a 20% de toda a biodiversidade mundial, e toda essa diversidade
compde um rico patrimdnio genético que demanda esforcos para ser conhecido e ter as
suas espécies preservadas (Corandin; Camillo; Vieira, 2022; Gandour, 2021).

Dentre as espécies da floresta Amazonica, encontra-se a Bagassa guianensis
Aubl. (familia botanica Moraceae). E uma arvore de grande porte de 30 a 50 metros de
altura com até dois metros de didmetro na altura do peito (DAP). E uma espécie dioica,
que apresenta infrutescéncia que serve como alimentacdo da fauna silvestre, ¢ pioneira
de terra firme, apresenta também posicdo de dossel em florestas secundarias e pode
ocorrer em areas perturbadas, apresentando um melhor comportamento silvicultural em
pleno sol (Lorenzi, 2002; Carvalho 2010; Braga, 2021; Smiderle e Souza, 2022).

Bossu et al. (2016) apontam que a madeira de B. guianensis apresenta baixa
contracdo durante a secagem e essa caracteristica indica que a espécie ¢ adequada para
uso industrial. Seu cerne apresenta elevada durabilidade, e ¢ resistente ao ataque de
fungos causadores de apodrecimento (Carvalho, 2010; Braga et al., 2021). Royer et al.
(2012) demonstraram que o extrato etandlico da madeira ¢ eficaz ao combate de fungos
patogénicos humanos, apontando o potencial medicinal da espécie. Pinheiro et al.
(2022) analisaram a composicdo de extratos etanolicos de residuos da madeira e
identificaram compostos bioativos como as Moracinas M e N, que podem gerar
bioprodutos contra estresse oxidativo, ou para a fabricacdo de cosméticos, farmacos,
aditivos estabilizantes.

A espécie B. guianensis ¢ também recomendada para implementacdo em
sistemas agroflorestais por apresentar bom crescimento em clareiras de florestas
antropizadas e apresenta vantagens de sobrevivéncia em programas de recuperacao e de
regeneragdo de areas degradadas (Braga et al., 2021; Bossu et al., 2016; Carvalho,
2010; Sabogal et al., 2006, Lorenzi, 2002). Entretanto, as taxas de germinagdo para a
espécie sao baixas e a viabilidade de suas sementes diminui rapidamente, dificultando a
propaga¢do por via seminal (Carvalho, 2010; Braga et al., 2021). A B. guianensis
produz sementes recalcitrantes, o que impede sua conservagdo por vias convencionais

como 0 a secagem e armazenamento em baixas temperaturas (Smiderle e Souza, 2022).
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Segundo Engelmann (2011), o método mais comum de conservagdo ex situ para
espécies recalcitrantes e intermediarias ¢ a conservagdo a campo, porém essa possui
desvantagens e limitagcdes dificultando sua aplicagdio em larga escala. Assim,
considerando a auséncia de relatos de propagagdo vegetativa tradicional como estaquia,
alporquia ou mergulhia para B. guianensis, a busca por alternativas de multiplicacdo em
larga escala, independentemente do uso de sementes, torna-se relevante.

A cultura de tecidos vegetais consiste em um conjunto de técnicas de
propagagdo vegetativa em larga escala, independentemente das condigdes ambientais e
época do ano. Na técnica de micropropagacao, o uso de reguladores de crescimento nos
meios de cultura estimula respostas fisiologicas para a germinagao in vitro e indugao de
6rgdos importantes, tanto por via direta como indireta através dos calos, a partir de
diversos explantes (Rodrigues et al., 2022; Phillips e Guarda, 2019; Nogueira et al.,
2007; Silva et al., 20006).

Isso posto, a conservagdo vegetal através da cultura de tecidos surge como uma
alternativa vidvel para espécies de plantas que enfrentam dificuldades em sua
regeneragdo natural e com limitagdes de preservagdo via sementes (Cruz-Cruz et al.,
2013). Além disso, esse conjunto de técnicas possibilita a manuten¢do de germoplasma
vegetal em condigdes controladas e livres de patogenos (Abdalla et al., 2022; Tarraf e
De Carlo, 2024). Adicionalmente, a micropropaga¢do permite produzir muitas plantas
em um curto espaco de tempo e em espacos limitados (Teraiya, Nirmal e Joshi, 2023;
Freitas et al., 2009).

A germinagdo in vitro permite a obtencdo de plantulas em condi¢des assépticas
que serdo a fonte de explantes para as etapas seguintes da micropropagac¢do. Na etapa de
multiplicagdo in vitro, a indu¢do de multibrotagdes pode ser estimulada pelo uso de
citocinina como o 6-benzilaminopurina (BAP), seguido da rizogénese, comumente
estimulada por auxina como 4cido indol butirico (AIB) (De-Klerk, 2002; George; Hall;
De-Klerk, 2008).

A técnica de micropropaga¢do com uso de BAP AIB ja vem sendo empregada
com sucesso em plantas lenhosas como: Handroanthus impetiginosus (Larraburu,
Apostolo e Llorente, 2012); Cariniana estrellensis (Albino et al., 2019); Cedrella
fissilis (Bonfa; Nascimento; Werner, 2021) e em espécies de ocorréncia na floresta
amazonica como Amburana acreana (Fermeno Junior ¢ Scherwinski-Pereira, 2012) e

Apuleia leiocarpa (Lencina et al., 2020).
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Ap0s estas etapas de micropropagac¢ao, a transicdo do ambiente in vitro para o ex
vitro precisa ser feita por meio da aclimatizagdo. Nesta etapa, a utilizacdo do que vem
sendo chamado de aclimatizacdo fotoautotrofica, pode beneficiar a obten¢do de plantas
mais aptas a serem levadas ao campo (George, Hall e De-Klerk, 2008).

No caso de B. guianensis, que apresenta rapida perda de viabilidade das
sementes e dificuldades de propagacdo convencional, a producao de plantas em larga
escala in vitro contribuira para implementar estratégias de recuperacdo de areas
degradadas e resguarde genético através de bancos de germoplasma. O objetivo do
trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagacdo de B. guianensis, visando a

producdo de mudas em larga escala e a conservac¢ao do germoplasma
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BAGASSA GUIANENSIS AUBL. (MORACEAE): uma espécie amazdnica com potencial
ecoldgico
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Introduciao

O Bioma Amazoénia ¢ o berco de uma vasta biodiversidade e riquezas a serem
descobertas e estudadas. Entretanto, as agdes antrdpicas como, desmatamento, garimpos
ilegais, incéndios, conversao de florestas em pastos ou plantacdes de monoculturas agricolas,
colocam em risco todo o potencial natural que a floresta oferece, principalmente das espécies
vegetais que podem gerar diversos bioprodutos e contribuir para a economia (Brasil 2022;

Gandour 2021; Jesus 2024).

A espécie Bagassa guianensis Aubl., conhecida por tatajuba, ¢ uma arvore endémica
da Amazonia, pertencente a familia botdnica Moraceae. Sua madeira apresenta uma alta
durabilidade com o cerne capaz de resistir a ataques de fungos causadores do apodrecimento
(Machado and Teixeira 2024; Braga et al. 2021; Carvalho 2010). Essas caracteristicas fazem
com que a espécie seja bastante utilizada na industria, principalmente na constru¢do naval e
civil, confeccdo de assoalhos, moveis e instrumentos musicais (Bossu et al. 2016;
International Tropical Timber Organization 2024; Instituto de Pesquisas Tecnologicas 2024;

Laboratorio de Pesquisas Florestais 2024).

Além do valor comercial, ¢ uma espécie de arvore recomendada para implementacao
em sistemas agroflorestais pois apresenta bom crescimento em clareiras e florestas
antropizadas. Mais ainda, apresenta vantagens em sua aplicabilidade devido a sobrevivéncia
para uso em programas de recuperacdo de regeneracdo de areas degradadas (Braga et al.
2021; Bossu et al. 2016; Carvalho 2010; Sabogal et al. 2006; Lorenzi 2002), o que torna a

espécie eficiente para o enriquecimento da flora dessas areas.

Os frutos da espécie quando maduros possuem polpa adocicada e servem de
alimentag@o para a fauna silvestre com suas sementes apresentando altos niveis de proteinas
(Braga et al. 2021; Becker et al. 2024). Além disso possui caracteristicas potenciais para a
producdo de farmacos, ja que ¢ eficaz em combater fungos patogénicos humanos (Royer et al.
2012). E possuem bioativos como as Moracinas M e N, que sdo eficazes no combate de
estresse oxidativo, e que podem ser empregadas na produ¢do de medicamentos, comércio e

aditivos estabilizantes ja foram identificadas na espécie (Pinheiro et al. 2022).

As sementes sdo recalcitrantes, com baixa taxa de germinagdo e rapida perda de
viabilidade. Assim, a propagagdo por vias seminais ¢ muito restrita e inviabiliza a
conservagdo por armazenamento em banco de sementes (Carvalho 2010; Braga et al. 2021,

Smiderle and Souza 2022). Considerando que ndo ha metodologias de propagacao vegetativa
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para B. guianensis, o uso da micropropagacdo ¢ uma alternativa viavel e relevante. Para
isso, ¢ fundamental a multiplicagdo in vitro de plantulas, iniciando com a inducdo de
multibrotagdes que posteriormente sdo enraizadas. Apesar de sua alta eficiéncia para
herbaceas, os protocolos de micropropagacdo ainda sdo muito limitados para plantas

lenhosas, principalmente devido a sua recalcitrancia a cultura de tecidos (Bao et al. 2024).

A propagacdo in vitro de espécies lenhosas amazonicas ¢ ainda mais incipiente,
devido a diversidade da flora, comportamento recalcitrante das espécies, falta de
padronizacdo de protocolos e além dos desafios logisticos de acesso que encarecem e

dificultam a coleta de material biologico (Silva et al. 2025).

As brotacdes podem ser induzidas pelo uso de uma citocinina como 6-
benzilaminopurina (BAP), e a rizogénese ¢ comumente estimulada por uma auxina como o
acido indol butirico (AIB) (De-Klerk 2002; George et al. 2008). A tultima etapa ¢ a
aclimatizacdo, que pode ser feita por fotoautotrofismo das plantas induzidas in vitro

tornando-as mais aptas a serem levadas ao campo (George et al. 2008).

Desta forma, dada a importancia de pesquisas de propagagdo vegetativa de espécies
arboreas amazodnicas e o potencial econdomico e ecoldgico que apresenta, o objetivo do
trabalho ¢ estabelecer um protocolo de micropropagacdo de B. guianensis, visando a

produ¢do de mudas em larga escala e a conservac¢ao do germoplasma.

MATERIAL E METODOS
Coleta e assepsia

Frutos de B. guianensis foram coletados no municipio de Medicilandia no estado do
Para no Brasil (03° 24' 43.48854" S, 52° 46' 00.23653" W) com autorizagao SISBIO ntimero:
68708-1, com amostragem da populagdo disposta sob os numeros HATM-2324 no Herbario
Padre José Maria Albuquerque (HATM) da Faculdade de Ciéncias Biologicas - Campus
Altamira. Os frutos maduros foram coletados diretamente do chdo, abaixo da arvore, em
estagio de maturacdo III caracterizado pela cor marrom (Becker et al. 2024).

Antes da desinfestacdo, os frutos foram friccionados em peneira e sob agua corrente
para a completa remog¢a@o da polpa. Em seguida, as sementes foram imersas em dgua corrente
com algumas gostas de detergente liquido comercial por 30 minutos. Em seguida, a assepsia
foi realizada em camara de fluxo laminar, onde as sementes foram imersas em 150 ml de
alcool etilico 70% por um minuto, seguido por imersdo em 150 ml hipoclorito de sédio

comercial com 2% ~ 2,5% de cloro ativo por 30 minutos. A remoc¢do do residuo de
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hipoclorito de sddio foi feita por triplice lavagem com 150 ml de dgua destilada por lavagem
autoclavada, totalizando 450 ml de dgua.

Germinacao in vitro

As sementes desinfestadas foram inoculadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
em diferentes tratamentos: MS meia-forga (MS/2 — tratamento controle); MS/2 com 0,5 mg
L' de 4cido giberélico (GAs); e MS/2 com 0,5 mg L' de nitrato de prata (AgNO3),
solidificados com 7 g L! de 4gar, pH ajustado para 5,7 + 2. Foi utilizado 30 ml de meio de
cultura em frascos de vidro com volume de capacidade de 250 ml.

O material foi incubado em diferentes condi¢des de iluminacao: Light Emitting Diode
(LED) branco (LED-B) (20 pmol m? s!); LED azul e vermelho (LED-AV) combinados (33
umol m?2 s); além do tratamento na auséncia de luz. Cada tratamento foi composto por dez
frascos e cada frasco continha cinco sementes, totalizando 50 sementes por tratamento, as
sementes que foram para luz ficaram em um fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 °C
+ 2. Apds 90 dias foram avaliadas: as porcentagens de contaminagdo e de germinagdo; a

altura das plantas (cm); além do numero de folhas, de nds e de raizes.

Inducéo de brotacoes

A partir de plantulas cultivadas germinadas in vitro, foram excisados segmentos
nodais com cerca de 3 cm e contendo duas gemas axilares. Os explantes foram inoculados em
meio MS com 30 g L' de sacarose e 7 g L! de agar e diferentes concentragdes de BAP (0;
0,5; 1; 2 ¢ 4 mg L) para a indu¢do de multibrotagdes com pH ajustado em 5,7 + 2. Foi
utilizado 30 ml de meio de cultura em frascos de vidro com volume de capacidade de 250 ml.

Apods a inoculagdo, os segmentos foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 26 °C e na auséncia de luz. Apds 20 dias foram transferidos para luz de LED-
AV com 33 pmol m? s! de irradidncia e fotoperiodo de 16 horas. Cada tratamento foi
composto por 68 repeti¢des, sendo cada repeticdo um explante.

Ap6s 90 dias, foi avaliado o niimero de brotos e presenca ou auséncia de calos. Notas
foram atribuidas para a cobertura de calos por explante onde: nota 0 - auséncia de calos; nota
1 - cobertura até 25% do explante; nota 2 - cobertura até 50%; nota 3 - cobertura até¢ 75%; e

nota 4 - cobertura até 100%.

Inducao de raizes
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Segmentos apicais foram inoculados em meio MS com 30 g L' de sacarose e
solidificado com 7 g L' de a4gar com diferentes concentragdes de acido indol butirico (AIB)
(0; 0,5; 1; 2 € 4 mg L"), para enraizamento com pH ajustado em 5,7 + 2. Foi utilizado 10 ml
de meio de cultura em tubos de ensaio de policarbonato com capacidade de 35 ml. Apos a
inoculacdo os segmentos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 26 °C e
na auséncia de luz por 10 dias e entdo transferidos para luz de LED-AV com 33 umol m s'!
de irradiancia e fotoperiodo de 16 horas. Cada tratamento foi composto por 20 repeticdes
com um segmento por repetigdo. Apds 60 dias de cultivo foi contabilizada a indugdo e

numero de raizes por explante, presenga e cobertura de calos.

Alongamento in vitro

Segmentos nodais com tamanho entre 0,5 ¢ 2 cm, previamente induzidos em BAP,
foram transferidos para alongamento em meio de cultura MS/2 com 30 g L*! de sacarose € 0,8
g L' de PVP (polivinilpirrolidona) solidificados com 7 g L' de 4gar e diferentes
concentragdes de GA3: 0, 0,5, 1 e 2 mg L', pH ajustado em 5,7 + 2, em tubos de ensaio com
15 ml de meio de cultura. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 °C. Apds 60 dias avaliou a porcentagem de

oxida¢do e tamanho dos explantes em centimetros.

Aclimatizacao

As plantas com > 5 cm de altura e com raizes maiores que 10 cm foram utilizadas
para o processo de aclimatizagdo fotoautotréfica. Essas plantas foram removidas do meio de
cultura, as raizes foram lavadas para remog¢do do meio de cultura residual. Em seguida foram
transferidas para potes de plastico, com capacidade de 700 ml, com dois substratos distintos e
previamente autoclavados: um tratamento com 130 gramas de terra preta organica e outro
com 250 gramas areia e fertilizante Basacote® (10 g L"), por possuir concentragdes de macro
e micronutrientes, umedecidos com 60 ml de 4gua antes da transferéncia das plantas.

As plantas foram acondicionadas em sala de crescimento com iluminagdo de LED-
AV com 60 pmol m? s'! de irradidncia, onde permaneceram por 30 dias, onde os substratos
eram umedecidos com auxilio de um borrifador de d4gua quando necessario. Com sete dias os
potes tiveram suas tampas removidas, e foram tampados com plastico filme PVC e cinco

furos para aumentar o fluxo de gases nos potes, novamente apos sete dias os plasticos PVC
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foram removidos expondo a planta completa ao ambiente e permaneceram até a transferéncia
para casa de vegetacao.

Cada tratamento foi composto por 15 repeti¢des, onde cada repeticdo era uma planta
em um pote, apos esse periodo todas as plantas foram transferidas para uma casa de
vegetagdo com sombrite de 50%, onde foram irrigadas diariamente, e a porcentagem de

sobrevivéncia foi contabilizada.

Procedimentos estatisticos

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizados
(DIC). Os dados foram analisados via Modelos Lineares Generalizados (GLM) com
distribuicdo binomial para a presenca de calos, seguidos de teste de Tukey (p < 0,05). Para as
demais varidveis, ap6s o teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene),
aplicou-se a andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey ou, em caso de ndo
normalidade, o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (p < 0,05). As anélises foram

realizadas no software RStudio (v.2024.09.1+394).

Resultados
Assepsia e germinacgio

Foi possivel obter diferenca estatisticas para a porcentagem germinacdo entre os
tratamentos testados com evidente importancia da uma fonte de iluminagdo na germinagao in
vitro de B. guianensis (tabela 01).
Tabela 01. Porcentagem de germinacdo de B. guianensis em diferentes meios de cultura e
fonte de luz pela analise de variancia (p < 0,05) e teste Tukey (p < 0,05). Letras distintas

demonstram diferencga estatistica.

Meio de cultura Iluminagao Germinagao (%)
MS/2 LED-AV 46 a
MS/2 + 0,5 mg L'de GAs LED-AV 62 a
MS/2 + 0,5 mg L'de AgNOs3 LED-AV 64 a
MS/2 LED-B 52a
MS/2 + 0,5 mg L'de GAs LED-B 54 a
MS/2 + 5 mg L''de AgNO3 LED-B 48 a
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MS/2 Escuro 22b
MS/2 + 5 mg L''de GA3 Escuro 24b

MS/2 + 0,5 mg L''de AgNO3 Escuro 18b

Esses resultados mostram que a cultura que a presenga de luz ¢ essencial para a
germinag¢do de B guianensis. Além disso, no ambiente de cultivo in vitro, a germinagao
ocorre de forma eficiente, independentemente da condi¢do do meio de cultivo ou do tipo de
fonte luminosa utilizada, sendo necessario apenas ter um estimulo luminoso. O resultado
evidencia que germinacdo in vitro com fonte de luz possibilita a superacao de dificuldades

encontradas nas condi¢cdes naturais ex vitro. Houve uma diferenca visual nas plantas

germinadas nessas diferentes condi¢des (figura 1).

Figura 1. Aspecto de plantas de B. guianensis ap6s germinagao in vitro em diferentes meios
de cultura e tipo de luz.

Os parametros de crescimento inicial avaliados logo ap6s a germinacdo mostraram
diferengas no tamanho das plantas, nimero de folhas e de nds. O uso de GA3 combinado com
LED-B ou LED-AV proporcionou plantas maiores em altura. J& o uso de LED-AV permitiu a
formag¢ao do maior nimero de folhas, e quando combinado com GA3, 0 maior nimero de nos.

Nenhum tratamento influenciou significativamente o nimero de raizes (tabela 2).
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Tabela 2. Parametros de crescimento de B. guianensis em diferentes meios de cultura e
iluminacdo, diferenca estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05) e teste de Dunn (p <
0,05), letras distintas indicam diferencas estatisticas.

Meio de cultura [luminagao Altura (cm) N° de folhas N° de nos
MS/2 LED-AV 2,29 ¢ 3,26 a 2,17 be
MS/2+0,5mg L~
LED-A 2 1 2,4
Ide GAs A% 3,62 ab 3,15a 43 a
MS/2+0,5mg L~
LED-A 2,4 12 2
lde AgNO A% ,48 de 3,12a ,35 ab
MS/2 LED-B 2,91 cd 2,59 b 2,00 ¢
MS/2+0,5mg L~
LED-B 4,1 2,24 2,04
'de GA3 198 240 e
MS/2 + 5 mg L''de
LED-B 2 1
AgNO: 3,35bc ,30b 96 ¢

Induciao de brotagdes e alongamento

Apds 90 dias de cultivo foi observado que o uso de BAP influenciou
significativamente o nimero ¢ o tamanho das brotagdes, e as porcentagens de oxidagdo e de
inducdo de calos. O maior numero e comprimento de brotacdes foram obtidos com 4 ou 1 mg
L, respectivamente. J4 as menores porcentagens de oxidagdo e de indugdo de calos foram
obtidas com 0,5 mg L' ou na auséncia de BAP, respectivamente (Tabela 3). Foi observado
que as brotagdes comecaram a surgir nos explantes a partir do décimo dia de cultivo e s6 foi

observado enraizamento no tratamento controle em uma taxa de 16%.

Tabela 3. Efeito de diferentes concentragdes de BAP em segmentos nodais de B. guianensis.
M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si. Para as varidveis nimero
de brotacdes e comprimento das brotacdes, os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn (p < 0,05). Para as demais variaveis, os dados foram
analisados via GLM (familia binomial) seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Comprimento

mreery md b S oy Dol
0,0 1,37b 0,57b 16,1 a 50b 529b
0,5 1,78 ab 0,68 b Oa 26,5a 89,7 a
1,0 1,74 ab 0,86 a Oa 32,4 ab 97,1 a
2,0 1,81 ab 0,63 ab Oa 32,4 ab 91,2 a
4,0 2,41 a 0,67b 0,1a 45,6 ab 94,1 a

Para a inducdo de calos todos os tratamentos foram responsivos com a presenca desta
variavel, onde os calos sdo formados na base dos segmentos nodais e crescem até cobrir todo
o explante (figura 2), havendo uma diferenca na formacdo e tamanho dos calos nos

tratamentos com adi¢do de BAP comparados ao tratamento controle.

24



Figura 2. Aspecto de segmentos nodais de B. guianensis em diferentes concentragdes de 6-
benzilaminopurina; 0 mg L' (A); 0,5 mg L!(B); 1 mg L' (C); 2mg L''(D) e 4 mg L' (E).

A nota de cobertura de calos nos explantes foi altamente significativa. Sendo que na
presenga BAP foram observadas as maiores porcentagens de massas de calos categorizadas
em nota 4 (75 a 100% de cobertura da superficie). Além disso, o somatério das maiores notas
permitiu diferenciar esse grupo dos demais tratamentos (figura 3). Os calos come¢am a se
formar nos explantes a partir de dez dias de incubagdo (nota 1), a segunda categoria (nota 2)
s0 foi observada ap6s 20 dias de cultivo.

Distribuicdo das notas de cobertura de calo
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (Dunn, p < 0,05)

c b a a a
100% 1

75% 1

Nota de Calo

50% 1

Frequéncia das notas (%)

25%1

0% 1

0 05 1 2 4
Concentragédo de Bap (mg L")

Figura 3. Porcentagem de distribui¢do das notas de cobertura de calos em segmentos nodais
em diferentes concentragdes de BAP, letras indicam diferengas estatisticas pelo teste
Krsukall-Walis e Dunn (p < 0,05). Nota de calo 0 - auséncia de calos; nota 1 - cobertura até
25% do explante; nota 2 - cobertura até 50%; nota 3 - cobertura até 75%; e nota 4 - cobertura
até 100%.

Alongamento in vitro

A adicdo de GA3 no meio de cultura ndo mostrou diferenca estatistica para o
alongamento de segmentos caulinares de B. guianensis (Kruskal Wallis, p = 0,20).
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Enraizamento

O uso de AIB em diferentes concentracdes influenciou significativamente a

porcentagem de explantes enraizados, o nimero de raizes e a porcentagem de inducdo de

calos, todos diferindo dos respectivos controles. A oxidacdo ndo foi afetada pelo uso de

qualquer concentracdo de desta auxina (tabela 4).

Tabela 4. Indu¢do de calos e raizes em segmentos apices de B. guianensis em diferentes
concentragdes de AIB, a anélise por GLM (Modelos Lineares Generalizados) binomial com
teste de Tukey indicou diferencga estatistica entre os tratamentos (p < 0,05). Para o nlimero de
raizes e notas de calos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p < 0,05),

letras diferentes indicam diferengas estatistica.

AIB (mg L) eni?f;ggge(s% ) Numero de raizes Indu(;ag%d)e calos Oxidagao (%)
0,0 5b 0,05b 15b 40 a
0,5 60 a 385a 90 a 25a
1,0 25 ab 1,1 ab 95a S55a
2,0 50 ab 3,05a 95a 60 a
4.0 35 ab 2.9 ab 100 a 45a

A rizogénese s6 foi observada a partir dos 30 dias de cultivo, por outro lado, a

calogénese foi observada a partir de 10 dias de cultivo, com os calos se formando na base dos

segmentos apicais (figura 4). A maior categoria de notas de calos (nota 4) foi observada de

maneira significativa na concentragio de 4 mg L'! de AIB (figura 5).

Figura 4. Aspecto de segmentos apicais de B. guianensis em diferentes concentracdes de
acido indol butirico; 0 mg L' (A); 0,5 mg L'(B); 1 mg L' (C); 2 mg L''(D) e 4 mg L' (E).



Distribuicdo das notas de cobertura de calo
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (Dunn, p < 0,05)

c b ab ab a

100% A
< 75%1
g Nota de Calo
2 []o
8 O
@ 50%; []-
<§ l 3
5 4
O
o
L

25%1

0%

5 05 i 2 4
Concentracéo de AIB (mg L™")

Figura 5. Frequéncia de notas de cobertura de calos em segmentos apicais de B. guianensis
com AIB, mostrando diferenga estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (p <
0,05). Nota de calo 0 - auséncia de calos; nota 1 - cobertura até 25% do explante; nota 2 -
cobertura até 50%; nota 3 - cobertura até 75%; e nota 4 - cobertura até 100%.

Aclimatizacio

O processo de pré-aclimatizagao usando areia com fertilizante ndo foi eficiente devido
a alta taxa de contaminagdo flingica que as plantas apresentaram (figura 6-A), resultando na
morte de todas as amostras. J& as plantas cultivadas em substrato de terra preta tiveram 100%
de sobrevivéncia a essa etapa e foram acondicionadas em casa de vegetacdo, onde apos 30

dias contabilizou 73,3% de sobrevivéncia apos transferidas (figura 6).

Ao final do tratamento fotoautotrofico das plantas em sala de crescimento no
laboratorio as plantas apresentaram uma altura média de 7,12 cm e nove folhas, e ao serem
transferidas para a casa de vegetacdo ao final de 30 dias houve um aumento em altura
passando para uma média de 9,5 cm e nove folhas, importante ressaltar que houve queda e

nascimento de folhas durante o periodo na casa de vegetagao.
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Figura 6. Processo de aclimatizagdo fotoautotrofica em plantas de B. guianensis em
diferentes substratos. Apds 30 dias, areia com fertilizante apresentando fungos (A); plantas
em terra preta organica (B); plantas antes do cultivo fotoautotrofico (C) e apds cultivo
fotoautotréfico (D) em terra preta organica, plantas em casa de vegetagao (E).

Discussao

A B. guianensis germinou em todos os tratamentos com iluminagdo, j4 no escuro as
germinacdes foram significativamente baixas mesmo com giberelina adicionada ao meio,
mostrando que a espécie apresenta fotoblastismo positivo (tabela 1). Para sementes pequenas,
a necessidade de luz ¢ vantajosa ecologicamente, pois, do contrario, elas ndo conseguiriam
deslocar a serapilheira que as cobrisse e ndo conseguiriam competir com as demais plantas
estabelecidas (Di Cecco et al. 2019). Como no caso da B. guianensis que apresenta sementes
pequenas com comprimento entre 3,64 a 3,93 mm e didmetro de 2,15 a 2,34 mm (Becker et

al. 2024).

As giberelinas sdo hormodnios que desempenham um papel importante durante o
processo germinativo, sendo que o seu uso em auséncia de luz pode promover maiores taxas
de germinagdo (Di Cecco et al. 2019). Para B. guianensis o sinal luminoso apresentou-se
como como um fator importante para promover a germinagdo das sementes in vitro.

Entretanto a adi¢ao de giberelina proporcionou plantas mais longas em luz de LED-B, ja em
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LED-AV combinado o regulador estimulou plantas com mais folhas e nimeros de nos,
importantes para as etapas de micropropagacdo. Em morangos brancos foram relatados
resultados semelhantes, onde a luz LED-AV proporcionou mudas mais desenvolvidas tanto

na parte aérea quanto no sistema radicular (Pang et al. 2023).

O efeito da qualidade da luz pode modular as caracteristicas morfoldgicas das plantas,
e o LED-AV sdo as que exercem maiores efeitos no crescimento (Simlat et al. 2016). Efeitos
da qualidade de luz interferindo na morfogénese in vitro de plantas, foi relatado em
Phyllanthus tenellus, onde a luz de LED vermelha induziu maiores nimeros de raizes e a azul
numero de folhas (Victorio and Lage 2009), ja em estévia o efeito da luz azul proporcionou
melhor desenvolvimento das raizes e das folhas, enquanto a vermelha proporcionou apenas

um efeito no tamanho das plantas, sendo elas mais alongadas (Simlat et al. 2016).

A investigacdo de diferentes tipos de luz na morfogénese in vitro em B. guianensis
ainda ndo havia sido relatada, sendo que esse tipo de estudo em espécies florestais
amazodnicas ¢ essencial para compreender as respostas em diferentes condi¢cdes ambientais. Ja
que o uso e a composi¢cdo espectral das lampadas de LED interferem na fotomorfogénese e
consequentemente na morfologia das plantas no cultivo in vitro, uma vez que na cultura de
tecidos a sinalizagdo para o desenvolvimento ¢ mais importante do que a otimizagdo

fotossintética (Surakshitha et al. 2026).

A BAP ¢ um regulador amplamente utilizado na cultura de tecidos para indugdo de
multibrotagdes (Silva et al. 2025). Sendo amplamente utilizada para estimular a divisdo
celular, reduzir a dominancia apical e promover a proliferacdo de brotos, o que ¢ crucial para

a micropropagacao de plantas (Bisericaru et al. 2025).

O uso difundido da BAP pode estar relacionado a sua eficacia em ser metabolizado
pelos tecidos vegetais (Zaerr and Mapes 1982). Por exemplo, a BAP foi melhor em inducao
de brotos e proporcionou menores indices de oxidacdo em relacdo a zeatina e cinetina em
Campomanesia phaea uma espécie arborea (Demétrio et al. 2021). Os maiores niveis de
oxidacdo encontrados em B. guianensis foram na auséncia de BAP e com a maior

concentragdo do regulador (tabela 3).

Houve formac¢ao de calos em todos os tratamentos com os segmentos nodais de B.
guianensis, porém a adicio de BAP aumentou a porcentagem de calogénese. Em
Anadenanthera macrocarpa foi observado a formacao dessas estruturas mesmo sem a adigdo

de regulador (Miranda et al. 2020). Em segmentos nodais de Sapindus trifoliatus foi relatado
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que as concentragdes mais elevadas (3,0 - 5,0 mg L') de BAP resultaram em uma
proliferacdo excessiva de calos o que prejudicou no desenvolvimento dos brotos (Asthana et
al. 2011). Silva et. al. (2021) atribuem a formagao de calos em segmentos de Myracrodruon
urundeuva a adi¢do de citocininas a um desequilibrio hormonal nos explantes advindos de

plantas germinadas in vitro.

A classificagdo de cobertura de calos nos explantes foi diferente de acordo com a
concentragdo de BAP acima de 1 mg L' (figura 1). Para a espécie Chresta exsucca DC. todas
as concentracdes, 1,11; 2,22; 4;44 ¢ 8,88 uM, de BAP estimularam progressivamente a
calogénese (Abdalla 2025). J4 em Adansonia digitata L. a calogénese s6 apareceu em altas
concentragdes de BAP (3,0; 4,0 ¢ 5,0 mg L") em segmentos de nos cotiledonares (Nazrin et

al. 2025).

A indugdo de raizes em segmentos apicais de B. guianensis ocorreu ja a partir de 0,5
mg L' de AIB. Porém, a alta taxa de formagdo de calos prejudicou a formagéo de plantas, ja
que toda a parte aérea foi coberta por calos. Resultados semelhantes foram observados em
Adansonia digitata L. onde as maiores concentragdes de AIB reduzem o enraizamento e
aumentam a produ¢do de calos (Nazrin et al. 2025). George et al. (2008) afirma que os calos
formados na base de microestacas prejudicam a rizogénese das plantas, e que esse fendmeno

se da principalmente a quantidades excessivas de agtlicares.

O AIB ¢ uma auxina muito utilizada para o enraizamento de plantas devido sua baixa
toxicidade do regulador de crescimento, muito utilizada em protocolos de espécies florestais
(Oliveira et al. 2013). Ainda mais recentemente Silva, Rocha e Herrera (2025) verificaram

que esse regulador continua sendo o mais usado para indugao de raizes de arvores brasileiras.

Em protocolos de micropropagacao de espécies lenhosas utilizando 10 ou 20 uM de
AIB para Calophyllum brasiliense ¢ 5,0; 10; 20 e 40 mg L' para Schizolobium parahyba var.
amazonicum nao obtiveram enraizamento (Silveira et al. 2016; Mendes et al. 2024). Ja em
Corymbia citriodora as concentragdes de AIB adicionadas (1,0; 2,0; ¢ 4 mg L) ao meio
induziram as maiores porcentagens de enraizamento e aumentou no numero médio de raizes a
cada aumento da concentracdo (Maravilha et al. 2023). Em testes com diferentes auxinas para
o enraizamento de Apuleia leiocarpa foi constatado que, onde houve a maior indugdo de
calos ocorreu a maior ocorréncia de raizes, sendo apontada como benéfica para o

enraizamento in vitro da espécie (Lencina et al. 2020).
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A calogénese observada em B. guianensis prejudicou o enraizamento in vitro dos
segmentos apicais, ja que o explante foi convertido massas celulares com posterior indugao
de enraizamento. As concentragdes utilizadas se mostraram serem altas, devendo ser
investigado niveis mais baixos ou outras auxinas. O mesmo comportamento foi observado em
em Amburana acreana € Cariniana estrellensis que apresentaram rizogénese com 0,5 mg L-!
de AIB. Entretanto, a0 aumentar essa concentragdo observou-se o desenvolvimento de calos

(Fermino-Junior and Scherwinski-Pereira 2012; Albino et al. 2019).

Os calos s3o um tecido de plantas formado pelo crescimento desorganizado de suas
células, podendo serem induzidos em explantes a partir de injurias nos tecidos ou com
estimulo quimico de reguladores de crescimento (George et al. 2008; Bull and Michelmore
2022). Como em B. guianensis onde houve a inducao de calos nos explantes sem reguladores,
porém menores ¢ adquirindo tamanhos maiores quando inoculados em meio com BAP, para
os segmentos nodais e AIB nos apicais. Esses calos produzidos geram novos 6rgaos ja que

sdo totipotentes, usados na organogénese indireta de plantas (Teixeira et al. 2024).

Com isso o uso de reguladores de crescimento no meio de cultura modula as respostas
das plantas in vitro, devido a plasticidade das células vegetais, orientando a regeneragdo de
orgdos nessas condicdes, sendo aplicado na biotecnologia para produgdo de plantas (Bhat and
Shahzad, 2026). A partir dos calos ¢ possivel a rediferenciagdo desse tecido em outros 6rgaos
vegetais, como novas brotagdes, resposta encontrada com a B. guianensis onde houve a

formagao de calos e posteriores brotagdes com a adigdo de BAP (Lone et al. 2020).

O wuso do cultivo fotoautotrofico com substrato de terra preta antecedendo a
aclimatizacdo de plantas de B. guianensis proporcionou uma alta porcentagem de
sobrevivéncia na casa de vegetagdo, ja que ao aumentar a taxa de trocas gasosas e incidéncia
luminosa as plantas se tornam autossuficientes, principalmente gragas a realizacdo da
fotossintese. O sistema de cultivo fotoautotréfico oferece vantagens como mudas mais
vigorosas desenvolvimento rapido no processo de aclimatizagcdo e desenvolvimento de campo
(Ashrafzadeh and Leung 2021). Para espécies lenhosas se encontra maiores desafios na fase
de aclimatizagdo quando comparadas a herbaceas, e realizar um processo de pré-
aclimatizacdo em ambiente controlado aumento a taxa de trocas gasosas influencia

positivamente na sobrevivéncia das mudas de plantas lenhosas (Grzelak et al. 2024).

O cultivo fotoautotréfico se mostrou positivo em algumas espécies como Billbergia

zebrina observaram que essa etapa influenciou positivamente para desenvolvimento e
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crescimento ex vitro durante o processo de aclimatizagdo da espécie (Martins et al. 2025). Em
Adansonia digitata o uso de substrato para vasos permitiu a maior taxa de sobrevivéncia das
plantas em fase de aclimatizagdo (Nazrin et al. 2025). O cultivo de llex guayusa, uma espécie
amazodnica, apresentou crescimento durante a fase de aclimatizagdo em sala ambiente
controlado com aumento da 4rea foliar, proporcionando plantas para plantio no solo
(Carvalho et al. 2021). Souza et al. (2023) concluem que o sistema fotoautotroéfico ¢
vantajoso ja que influencia na morfofisiologia das plantas, e esses fatores diminuem suas

perdas durante a producdo de mudas.

Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho estabelecem o primeiro protocolo de
micropropagacdo de Bagassa guianensis. A germinagdo in vitro ¢ dependente da luz e
quando associado ao GAj; induz plantas com maiores nimeros de folhas e nds. A
concentragdo de 4 mg L' BAP em segmentos nodais induz os maiores numero de brotagdes,
mas negativamente também promovendo a calogénese. A adi¢do de 0,5 mg L ! de AIB
proporciona mais explantes apicais enraizados, porém com alta formagdo de calos. A
utilizacdo de substrato de terra preta comercial se mostrou eficiente para a aclimatizacio
fotoautotréfica. Esses dados mostram o potencial da micropropagagdo para a produgdo de

mudas e conservacgdo de germoplasma da espécie.
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