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hipoclorito de sédio

acido 4-amino-3,5,6-tricloropico-linico

polivinilpirrolidona

1-fenil3-(1,2,3-tiadiazol-5il) uréia (tidiazuron)

meio de cultura descrito por Eeuwens (1976)

N®-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enil) aminopurina (zeatina)

acido 2,4-diclorofenoxiacético

isopenteniladenina
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RESUMO

A perspectiva de exploragao sécio econdmico de espécies frutiferas
nativas da regiao Amazodnica tem sido crescente nos ultimos anos. Dentre
elas, destaca-se o acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) e o cupuaguzeiro
(Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.), pelas suas diferentes
possibilidades de exploragdo comercial. Entretanto, a utilizacdo de técnicas
de propagagdo pouco eficientes e a auséncia de material genético
melhorado, tém sido apontados com os principais entraves para a
exploragdo econdmica destas espécies. As diversas técnicas de cultura de
tecidos, quando integradas em programas de melhoramento genético, sao
um valioso instrumento na répida clonagem de genétipos superiores, na
preservacdo e intercambio de germoplasma, no resgate de embrides
interespecificos, na produgdo de dihapléides, na introgressdo de genes,
dentre outras aplicagbes. Os objetivos do presente trabalho foram
estabelecer os protocolos basicos para a instalagdo de culturas viaveis de
agaizeiro e cupuaguzeiro e avaliar as respostas morfogenéticas de diferentes
explantes de submetidos a varias condigbes de cultura in vitro. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Recursos Genéticos e
Biotecnologia da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA. Para a obtencéo
de explantes assépticos, foram avaliados os efeitos da adicdo de
reguladores de crescimento na cultura de embrides zigéticos de acgaizeiro e
a eficiéncia de dois substratos, na presenca e auséncia de meio MS e 2 MS,
sobre a conversao de embrides zigoticos de cupuag:uzeifo. Para o estudo da
capacidade morfogenética de explantes de acaizeiro, foram utilizados
embrides zigéticos maduros e imaturos, segmentos de raquilas em dois
estadios de desenvolvimento, apices caulinares, secgdes de folhas jovens
clorofiladas e apices radiculares. Para o cupuacguzeiro foram utilizados
explantes oriundos de eixos embrionarios e segmentos cotiledonares de
embrides maduros, segmentos de folhas jovens clorofiladas, segmentos

caulinares e apices caulinares. Os explantes foram cultivados em meio MS
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so6lido suplementado com diferentes tipos e concentragdes de reguladores
de crescimento. Os resultados obtidos permitiram verificar que a adicao de
ANA e BAP no meio de cultura foi necessaria para a conversao de embrides
zigoticos maduros de acgaizeiro em plantulas vigorosas e normais. Os
segmentos de raquilas jovens apresentaram menor intensidade de oxidagéo
em meio MS sélido suplementado com diferentes antioxidantes e os
segmentos de raquilas maduras em meio MS soélido com 0,3 % de carvao
ativado, na presenca e auséncia de acido ascorbico. Foi possivel obter a
expressao de um modelo de embriogénese somatica direta, repetitiva e nao
sincronizada em embrides zigéticos maduros de acgaizeiro cultivados em
meio primario MS suplementado com alta concentracao de 2,4-D e em meio
secundario MS na presenca de ANA e 2iP. A conversdao de embrides em
plantulas foi alcangada com a transferéncia das culturas para meio 2 MS,
sem reguladores de crescimento. A conversdo de embrides zigéticos de
cupuacguzeiro em plantulas normais e vigorosas foi alcangada em agar e
vermiculita, na auséncia de meio de cultura MS. O 2,4-D e TDZ promoveram
a formacédo de calos friaveis em eixos embrionarios e segmentos de folhas
jovens de cupuacguzeiro, respectivamente. A combinacédo de KIN e 2,4-D
promoveu a iniciacdo de calos friaveis e de ANA e KIN, a rizogénese em
segmentos de cotiledonares. Na presenca de 2,4-D e KIN houve a formacgao
de calos friaveis em segmentos caulinares. A adigao de 4gua de coco, 2iP e
ANA no meio secundario estimulou o rapido crescimento de calos em
culturas de eixo embrionario, segmentos caulinares e segmentos de folhas
jovens clorofiladas. Os resultados obtidos demonstram o potencial de
emprego da cultura de tecidos para a propagacao in vitro de agaizeiro e

cupuaguzeiro e em programas de melhoramento.



ABSTRACT

The economic potential for exploration of native fruitful species of the
Amazon has increased in the last years. Among the several specie stands
out the assai palm (Euterpe oleracea Mart.) and the cupuassu (Theobroma
grandiflorum (Willd.ex Spreng.) Schum.), considering the several possibilities
of the commercial exploration. However, the use of inadequate propagation
techniques and the absence of improved genetic material have been aimed
with the main problems to the economic expansion of these species. If the
several tissue cultures techniques are included in genetic improvement
programs, they may become a valuable instrument for the fast cloning of
genotypes. The main objectives of the present work were to determine the
basic methodologies for growing viable assai palm and cupuassu cultures
and to evaluate the morphogenetic responses of different explants under
diverse conditions of in vitro culture. The experiments were conducted in the
Genetic Resources and Biotechnology Laboratory of Embrapa Amazoénia
Oriental, Beléem, PA. The effect of the addition of growth regulators in the
culture of assai palm zygotic embryos. The efficiency of two substrata was
evaluated, in the presence and in the absence of MS and 1/2 MS medium, on
the conversion of cupuassu embryos in seedlings. For the study of the
morphogenetic capacity of assai palm explants, mature and immature zygotic
embryos, rachyl segments, stem apexes, chlorophyllous young leaf
segments and root apexes were used. For the cupuassu, embryonic axes
and cotyledon segments of mature embryos, chlorophyllous young leaf
segments, stem segments and stem apexes. The explants were cultivated in
a gelled MS medium supplemented with different types and concentrations of
growth regulators. The obtained results allowed verifying that an addition of
NAA and BAP in the culture medium was necessary for the conversion of
assai palm mature zygotic embryos into vigorous and normal seedlings. The
young rachyl segments presented smaller oxidation intensity in a gelled MS

medium supplemented with different antioxidants and the mature rachyl
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segments in a gelled MS medium with 0,3% of activated charcoal, both in the
presence and in the absence of ascorbic acid. It was possible to verify the
expression of a direct, repetitive and asynchronized model of somatic
embryogenesis in mature zygotic embryos cultivated in primary MS medium
supplemented with high concentration of 2,4-D and transferred to a
secondary MS medium in the presence of NAA and 2iP. The conversion of
embryos in plantlets was reached with the transfer of the cultures for 2 MS
medium, without growth regulators. The agar and vermiculite, in the absence
of culture medium, were efficient for the conversion of cupuassu zygotic
embryos in normal and vigorous seedlings. The 2,4-D and TDZ promoted the
formation of friable calluses in embryonic axes and in young leaf segments,
respectively. KIN combined with 2,4-D promoted the initiation of friable
calluses and it NAA and KIN, the rhizogenesis in cotyledon segments. In the
presence of 2,4-D and KIN there was the formation of friable calluses in stem
segments. The addition of coconut water, 2iP and NAA in the secondary
medium stimulated the fast growth of calluses in embryonic axis, stem
segments and chlorophyllous young leaves segments cultures. The obtained
results show that tissue culture has a potential use for the in vitro propagation

and genetic programs of assai palm and cupuassu.



1. INTRODUGAO

A perspectiva de exploragéo sécio econdmico de espécies frutiferas
nativas da regidao Amazénica tem sido crescente nos ultimos anos. Dentre
elas, destaca-se o acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) e o cupuaguzeiro
(Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.), pelas suas diferentes
possibilidades de uso e o potencial de comercializagdo de produtos e
subprodutos no mercado nacional e internacional.

A utilizacao de técnicas de propagagao pouco eficientes e a auséncia
de material genético melhorado tém contribuido negativamente para a
exploracao racional e econdmica dessas espécies (ALVES et al., 1998;
OLIVEIRA, 1999).

Programas de melhoramento tém sido implementados por diversas
instituicoes de pesquisa na regidao, com énfase a selecdo de materiais com
caracteristicas agronémicas de interesse.

Neste contexto, as diversas técnicas de cultura de tecidos, quandb
integradas em programas de melhoramento genético, sdo um valioso
instrumento para o intercAmbio e preservacao de germoplasma em
condicbes assépticas, a multiplicacédo de gendtipos, a obtencao de variantes
somaclonais, a obtencao de transformantes via engenharia genética, a
introgressao de genes, a quebra de barreiras de incompatibilidade genética,
a obtencao de haploides, dentre outras aplicagcdes (FERREIRA et al., 1998).

Informacgdes sobre a propagacao in vitro de agaizeiro e cupuaguzeiro
sdo escassas. Os estudos tém sido, exclusivamente, direcionados para o
dendezeiro, o coqueiro, a tamareira e o cacau, que apresentam grande
impacto econdmico nos mercados internacionais.

Os objetivos do presente trabalho foram estabelecer os protocolos
basicos para a instalagdo de culturas viaveis de Euterpe oleracea Mart. e
Theobroma grandiflorum, avaliar as respostas morfogenéticas de explantes
em diferentes estadios fisiolégicos, bem como o efeito de varios reguladores

de crescimento sobre a indugdo e a expressao da morfogénese in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais e econémicos do agaizeiro

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) pertence a divisdo Angiosperma,
classe Monocotiledonae, Ordem Principes, familia Arecaceae, subfamilia
Arecoideae (KAHN, 1997), sendo uma palmeira tipicamente tropical. Para
CAVALCANTE (1991), o centro de origem do acaizeiro € o estuario
amazoénico, fazendo parte do centro sul-americano, descrito por Vavilov. O
centro de diversidade ocorre nas regides das Guianas, Alto Rio Negro e no
Para (LHERAS et al., 1983).

Essa palmeira é distribuida geograficamente na América do Sul,
principalmente no Brasil, nos estados do Para, Amazonas, Acre, Amapé e
Maranhdo, sendo conhecida como acai, acai da varzea, acai do Par3,
acaizeiro e agai do baixo Amazonas no Brasil; uassi e morroke na
Venezuela, manicole, pina e pinau na Guiana Francesa; palisade, pina,
prasara, manaka e wasei no Suriname e manac em Trinidad (JARDIM et
al., 1995; KAHN, 1997).

E uma planta dominante em areas de mata do estuario amazdnico,
fazendo parte da vegetacdo de terra firme, varzea e igapd, sendo mais
comum em areas de varzeas, aonde chega a formar populacdes
homogéneas. Possui estipe cilindrico anelado e curvo, formando troncos
multiplos, podendo atingir até 30 m de altura. As folhas, em torno de 10 a
12/estipe, sdo pinadas com 2 m de comprimento, composta de 70 a 80 pares
de foliolos. Abaixo das bainhas das folhas estdo as espadas ou espatas, que
s3o de consisténcia coriacea que envolvem as flores até o florescimento
(JARDIM et al., 1995; SIQUEIRA et al., 1998a).

As flores sao sésseis, monoicas, dispostas em espadice ramosa € o
fruto é uma baga globosa, apresentando coloracdo esverdeada, quando

imaturos e coberta por uma polpa violdcea e fibrosa por ocasido da



maturidade (CORREA, 1986; SIQUEIRA et al., 1998a). As sementes
possuem um endocarpo duro e sdo recalcitrantes. O agaizeiro apresenta
floracdo e frutificagdo continua, com picos definidos de florescimento e
frutificagdo, que variam conforme a regido. Quando a palmeira atinge a
idade de 3,5 a 4 anos, entra em inicio de floragédo. E uma planta alégama,
ocorrendo fecundagao cruzada entre touceiras (JARDIM et al., 1995).

~ Dentre as diversas espécies nativas da regido Amazénica, o acaizeiro
se destaca com grande potencial de exploragdo sécio econémico, visto que
pode ser utilizado integralmente para a exploracdo econémica de frutos,
palmito e celulose. Considerando as diversas possibilidades de exploracéo,
destaca-se o uso do estipe como material de construgo, celulose, lenha e
isolamento elétrico; as inflorescéncias como adubo, no fabrico de vassouras
e protegao de plantagbes; o palmito para a indlstria de conservas, para a
produgéo de picles e na ragéo animal e as folhas para cobertura de casa,
fibras, adubo, entre outros. Como uso medicinal, o cha de raizes jovens é
utilizado para o controle de verminoses e malaria, os frutos novos como
antidiarréico, e o sumo do palmito pode ser utilizado na forma de emplastro
em casos de hemorragias externas (JARDIM et al.,, 1995; KAHN, 1997;
SIQUEIRA et al., 1998a).

Sua principal vocacao é como fruteira, uma atividade mais antiga, que
aléem de gerar divisas é responsavel pela sobrevivéncia de milhares de
familias, sendo uma das atividades mais rentaveis no estado do Par4,
gerando cerca de 25.000 empregos s6 na cidade de Belém (O SABOR...,
1992).

De seus frutos obtém-se um suco denominado de acgai, que tem
grande aceitagcdo no mercado local, regional e, atualmente, devido ao seu
excelente valor nutritivo e calérico, vem conquistando os mercados nacional
e internacional, sendo comercializado in natura, como suco gelado, na
fabricacao de geleias, sorvetes e picolés (O SABOR..., 1992).

A demanda da polpa de acai é crescente na regiao Norte e no
mercado nacional. A producgédo de seus frutos no estado do Para aumentou

de 86 mil em 1982 para 117 mil toneladas em 1992, ou seja, um incremento



de 36 % no periodo (SIQUEIRA et al.,, 1998a). A mesma tendéncia foi
observada no mercado nacional onde, no mesmo periodo, houve um
aumento na produgao de frutos de 117 para 124 mil toneladas.

O estado do Para é o maior produtor e consumidor nacional de frutos
de agai, sendo responséavel por 93 % da produgdo. E o segundo alimento
mais consumido na cidade de Belém, com consumo diario superior a
180.000 litros de suco de agai. No mercado internacional o suco de acgai é
ainda um produto desconhecido, entretanto, o palmito de acaizeiro
apresenta uma boa aceitagdo. O Para exportou, no periodo de janeiro de
1994 a dezembro de 1996, 14.400 toneladas do produto, sendo que os
maiores importadores de palmito sdo a Argentina, Franca, Estados Unidos,
Espanha e Italia (SIQUEIRA et al.,, 1998a). Conforme NOGUEIRA (1997),
mensalmente sdo enviadas 120 toneladas de suco para outras regides do
pais, como Rio de Janeiro, S&o Paulo, Pernambuco, Brasilia e Goias.

Com relacao aos precos de comercializagdo na regido, existem
variagdes significativas em fungéo da oferta local do produto e da distancia
do mercado consumidor e do tamanho deste mercado. No Para, o preco de
15 kg de frutos de agai pode variar de US$ 1.50 no periodo de pico de safra
(setembro a novembro) a US$ 40.00 na safra de inverno (margo), segundo
dados de SIQUEIRA et al. (1998a).

Grande parte da produgdo de frutos e palmito de acai provém do
extrativismo praticado em dareas de populagdes naturais, alcang¢ando,
aproximadamente, a produtividade de 12 t/ha/ano e 200 kg/ha/ano,
respectivamente. Esse sistema de exploragdo apresenta varios problemas
como o corte indiscriminado de plantas para a exiragéo do palmito,
dificuldade de acesso a areas de ocorréncia natural, que em grande parte
sao varzeas, producgbes irregulares, longo periodo de entressafra, baixa
produtividade e rendimento de suco, além da deprecia¢do do produto final
(SIQUEIRA et al., 1998a).

Segundo HOMMA (1989), o extrativismo oferece situagdo instavel

para qualquer produto e, com o decorrer da exploragdo, a oferta e a



qualidade dos produtos tendem a diminuir, ndo podendo ser comparado com
outros produtos obtidos de plantios racionais.

Na tentativa de atender a demanda crescente, produtores vém
implantando plantios comerciais de agaizeiro utilizando sementes de baixa
qualidade originarias de plantas nédo selecionadas e pouco adaptadas as
condicoes de terra firme, quase sempre adquiridas em locais de
beneficiamento do suco. Nos poucos plantios comerciais, observa-se um
longo periodo para o inicio da frutificagdo, colheitas irregulares,
desuniformidade na forma e coloragdo dos frutos, baixa produgio e,
principalmente, baixo rendimento de polpa/fruto. Nas populagdes naturais,
esses aspectos estao relacionados a forte acdo antrépica para a extragdo do
palmito, exercendo pressdo de selegdo negativa para caracteristicas de
frutos (O SABOR ..., 1992).

Apesar da propagacao sexuada ser a mais indicada pela facilidade e
economia, este método apresenta o inconveniente da formagéo de plantios
heterogéneos segregando para a maioria das caracteristicas e causando
desuniformidade na produgéo. A propagacgdo vegetativa por perfilhos desta
espécie é problematica e apresenta pouco sucesso. As mudas formadas sdo
frageis, necessitando de um periodo prolongado de adaptagao em viveiros,
nao sendo um método recomendavel (CALZAVARA, 1987).

2.2. Aspectos gerais e econdmicos do cupuaguzeiro

O cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.)
¢ uma espécie frutifera da familia Sterculiaceae (VENTURIERI, 1993).
Conforme classificagdo de CUATRECASAS (1964), o género Theobroma
apresenta 22 espécies, todas restritas @ América Tropical. Dentre essas
espécies, o Theobroma cacao L. (cacau) € a mais cultivada e o Theobroma

grandiflorum (cupuacgu), € o que apresenta frutos de maior tamanho.

O cupuaguzeiro é encontrado, espontaneamente, nas matas de terra

firme e varzea alta, na parte sul e leste do Pard, abrangendo as areas do



medio Ta>paj(’)s, rios Xingu e Guama, alcangando a pré-Amazbnia
maranhense. Ocorre em estado nativo, no alto rio Itaciumas (municipio de
Maraba-PA), nas areas de mata baixa, como planta emergente e também na
mata virgem, rala e baixa, entre os municipios paraenses de Altamira e
ltaituba (CAVALCANTE, 1991; DUCKE, 1953; VENTURIERI, 1993).
Atualmente o cupuagu esta disseminado por toda a bacia Amazdnica e Norte
do Maranhao, sendo cultivado na Bahia, Espirito Santo, Sdo Paulo e em

outras regides do pais.

Sendo uma arvore da floresta tropical umida, ocorre normalmente
como um componente do extrato intermediario, chegando a atingir o dossel
superior da floresta. No estado silvestre, pode atingir 20 m de altura e 45 cm
de didmetro do caule a altura do peito, apresentando copa irregular e pouco
espessa. Sob condi¢des de cultivo domesticado, o porte varia de 6 a 8 m de
altura e a copa é distribuida em andares, chegando a atingir 7 m de diametro
(VENTURIERI, 1993).

O cupuaguzeiro apresenta crescimento pseudo-apical, onde o eixo
principal apresenta crescimento ortotropico em estagios de um a 1,5 m,
sendo que ao final de cada estagio, trifurca-se em ramos plagiotrépicos. As
folhas jovens sao de coloragao rosea e apresentam pélos ferrugineos
abundantes e, quando adultas, sdo verdes apresentando 25 a 35 cm de
comprimento e nove a dez pares de nervuras (VENTURIERI, 1993).

As inflorescéncias sdo pequenas, axilares ou extra-axilares,
distribuidas nos ramos plagiotropicos. As flores sao perfeitas, com cinco
sépalas triangulares espessas; corola com cinco pétalas, cada uma com
expansao laminar arroxeada e base em forma de cogula, que recobre os
estames formando uma barreira fisica entre o androceu e o gineceu
(VENTURIERI, 1993).

O fruto é uma baga capsulacea, com peso médio variando de 500 a
2.500 gramas, podendo ser encontrados frutos com peso acima de 3.000
gramas. As sementes, em média 36 unidades/fruto, sdo recalcitrantes,
apresentam, aproximadamente, 2,5 cm de largura e 0,9 cm de espessura e

sao superpostas em cinco colunas em torno de um eixo central, vulgarmente



denominado de “talo”. Cada semente é envolvida por uma abundante polpa
branco-amarelada de sabor &cido e cheiro agradavel (CUATRECASAS,
1964; CAVALCANTE, 1991; VENTURIERI, 1993).

A floracao e frutificacdo do cupuaguzeiro variam conforme o regime
hidrico da regiao. Diversos autores concordam que a floragdo ocorre no
periodo mais seco do ano, coincidindo com o periodo de maior atividade de
polinizadores, enquanto que o desenvolvimento dos frutos ocorre,
principalmente, no periodo das chuvas (VENTURIERI, 1993). Seus frutos
sao os maiores entre os do género, sendo considerado um dos melhores da
flora regional, cuja demanda é cada vez mais crescente, devido ao sabor
agradavel da polpa e sua rentabilidade como cultura perene (CALZAVARA,
1987). O cupuagu € uma espécie predominantemente alégama, com
incompatibilidade sob controle génico, provavelmente similar ao observado
em cacau (VENTURIERI, 1993).

O maior potencial de exploracao da cultura é a produgéo de polpa
para a fabricacdo de sorvetes, doces, geleias, néctar, licores, compotas,
doces, bolos, biscoitos, iogurte e sucos (CALZAVARA et al.,, 1984). Das
sementes pode-se obter o chocolate e também extrair uma gordura
semelhante @ manteiga de cacau, de alta digestibilidade (VENTURIERI,
1993). A producao inicia no quarto ano, com média de oito frutos/planta, e
cresce no quinto ano, para 10 a 15 frutos/planta, tendendo a estabilizar no
sétimo ao oitavo ano, com 25 a 40 frutos/planta (SOUZA et al., 1996).
Estima-se que um plantio de 150 ha pode atingir a produgédo anual de 322
mil frutos, fornecendo 148,5 toneladas de polpa e 66,5 toneladas de
sementes/ano (SIQUEIRA et al., 1998b). Entretanto, a brodugéo € bastante
variavel, devido a diversos fatores, principalmente a auséncia de material
genético melhorado que tem promovido a formacdo de plantios
desuniformes.

A producdo de cupuagu é concentrada na regido Norte, sendo o
principal estado produtor o Pard, seguido do Amazonas, Rondénia e Acre.
Estatisticas indicam que a area de plantio comercial na Amazoénia € de,
aproximadamente, 9.000 ha (SIQUEIRA et al., 1998b). O estado do Para,



por ser area de dispersao natural do cupuaguzeiro, tem parte de sua
producdo proveniente do extrativismo e semi-extrativismo. Entretanto, o
cultivo racional comegou a ser incrementado a partir da década de 80, se
intensificando na década de 90. Conforme dados do IBGE e da Emater-PA,
no ano de 1997 o Para produziu 9.133 mil frutos em 8.640 ha (CORAL,
1998).

As mudas produzidas sao, na sua maioria, provenientes de sementes,
sem uma prévia selecao da planta matriz, ocasionando a formacgdo de
plantios desuniformes quanto ao desenvolvimento vegetativo e producio
(ALVES et al., 1998).

Para atender esta demanda, instituicdes de pesquisas na regido, nos
ultimos anos, tém implementado programas de melhoramento com énfase a
selecdo de materiais com caracteristicas de alta producdo de frutos,
rendimento de polpa e resisténcia a vassoura-de-bruxa (Crinipellis

perniciosa), principal enfermidade da cultura.

2.3. Cultura de tecidos e morfogénese

Os primeiros passos para o desenvolvimento da cultura de tecidos
ocorreram no inicio do século XX, sendo que os maiores avangos foram
observados a partir da segunda metade do século. A cultura de tecidos
vegetais compreende um conjunto de técnicas nas quais um explante
(célula, tecido ou um érgao) é isolado e cultivado sob condigbes de assepsia
em um meio nutritivo artificial (PASQUAL et al., 1997). O principio béasico da
cultura de tecidos ¢ a totipotencialidade das células, ou seja, qualquer célula
no organismo vegetal contém toda a informacéo genética necessaria para a
regeneracdo de uma planta completa (TORRES et al., 1998).

Atualmente, as técnicas de cultura de tecidos tém sido aplicadas, de
modo geral, como um instrumento valioso na obtenc&o de plantas livres de
viroses, na propagacdo vegetativa in vitro para clonagem rapida de

gendtipos superiores, na preservacao e intercambio de germoplasma e no



melhoramento genético. Em programas de melhoramento de plantas, a
cultura de tecidos pode ser aplicada no aumento da variabilidade genética e
na introgressdo de genes de interesse (FERREIRA et al., 1998).

A cultura de tecidos tem como base os mesmos principios anatémicos
e fisiologicos envolvidos no crescimento e desenvolvimento de qualquer
planta' sob outras condigdes. O termo desenvolvimento, quando aplicado a
plantas superiores, refere-se a mudancas graduais e progressivas no
tamanho, estrutura e fungéo, correspondendo a transformagao de um zigoto
em uma planta madura. Existem trés processos interrelacionados no
desenvolvimento: o crescimento, a diferenciagéo celular e a morfogénese. O
crescimento € o aumento irreversivel no tamanho, ndo necessariamente
acompanhado por um aumento no peso seco e na totalidade de
protoplasma. A diferenciacao celular consiste na transformacéo de células
geneticamente idénticas, derivadas de um zigoto ou outra célula qualquer,
em células especializadas bioquimica, fisiolégica e estruturalmente. A
morfogénese pode ser conceituada como o processo resultante da
integragdo e coordenacao da divisdao e diferenciagdo celular (MOORE,
1979).

Durante o desenvolvimento de um organismo, o processo de
diferenciacéo celular reflete, em ultima analise, o efeito de pelo menos trés
grupos de fatores: o fator genético, as caracteristicas originadas durante a
ontogénese e as caracteristicas cuja expressdo dependem apenas do
ambiente (KERBAUY, 1999).

Os estudos in vitro de plantas tém sido facilitados devido ao fato das
plantas possuirem um sistema de desenvolvimento aberto (ou dendritico), ou
seja, os o6rgados sao formados continuamente durante toda a vida, por meio
da atividade dos meristemas apicais (KERBAUY, 1999). Entretanto, certos
6rgdos como folhas, flores e frutos, apresentam um padrdo de
desenvolvimento fechado.

HICKS (1980) define como determinacao celular o processo pelo qual
o desenvolvimento potencial torna-se restrito a uma via especifica de

diferenciacao.
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Para que ocorra a determinagdo, as células devem apresentar
competéncia para responder a um determinado estimulo especifico.
Segundo CHRISTIANSON, citado por GUERRA et al. (1999), a competéncia
celular € a capacidade das células reagirem a sinais especificos de
desenvolvimento. Em tecidos cultivados in vitro, a competéncia para
algumas respostas morfogenéticas pode ser intrinseca ao explante, ou entao
ser induzida por meio de manipulagdes adequadas (CHRISTIANSON &
WARNICK, 1988).

AMMIRATO (1985), reporta que a indugao in vitro implicaria em uma
mudanga na competéncia de determinadas células do explante (indugéo
indireta) ou desencadearia respostas diretas de diferenciagdo celular
(indugao permissiva).

A diferenciagcdo celular estd intimamente ligada a processos
reguladores da atividade génica, resultando na atividade de uma enzima ou
na inativacao génica. Um exemplo classico € a camada de aleurona em
sementes de cereais, que possui células-alvo com competéncia para
responder especialmente a giberelina, mediante a expressdo de genes
responsaveis pela sintese da o-amilase e outras enzimas, ou seja, num
certo estadio especifico da embriogénese, estas células tornam-se
comprometidas numa rota definida de desenvolvimento (KERBAUY, 1999).

Em varios tecidos cultivados in vitro, a utilizacao de substancias
reguladoras de crescimento apresenta fundamental importédncia para o
estabelecimento da competéncia e determinagdo, condicbes estas
imprescindiveis para a formag@o de meristemas caulinares e/ou radiculares
(KERBAUY, 1999). Os reguladores de crescimento exercem sua acao por
reconhecimento de receptores especificos, presentes em células
responsivas, traduzindo sinais hormonais em eventos bioquimicos e
fisiologicos (GUERRA et al., 1999).

No estabelecimento de culturas a partir de células maduras
(vacuoladas), é necessério que estas sofram desdiferenciagdo. Segundo
WAREING & AL-CHALABI (1985), o processo de desdiferenciacao resultaria
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da retomada da divisdo celular a partir de células dipldides e o
estabelecimento de alteragdes no metabolismo especializado.

As limitacbes a capacidade das células se diferenciar e rediferenciar,
devem ser impostas pelos componentes organicos e inorganicos do meio de
cultura, além do posicionamento espacial de uma célula em relagido as
demais (WAREING & PHILLIPS, 1982). Dentre os fatores de natureza
organica, os reguladores de crescimento desempenham papel fundamental
no controle do desenvolvimento ex vitro e in vitro.

O sinergismo hormonal entre auxinas e citocininas inicialmente
observado em tecido medular de tabaco por SKOOG & MILLER (1957), vem
sendo amplamente constatado em diferentes espécies, érgaos e tecidos,
constituindo-se até o momento no elemento chave da morfogénese in vitro.

As diversas técnicas de cultura de tecidos vegetais podem ser
divididas em dois grupos: organogénese e embriogénese somatica
(PASQUAL et al.,, 1997), ambos podem ser desenvolvidos por via direta

(sem a formagéao de calos) ou por via indireta (com a formagéao de calos).

2.4. Organogénese e embriogénese somatica

Segundo HICKS (1980), a organogénese in vitro envolve uma
variedade de seqliéncias complexas de desenvolvimento, resultantes da
manipulacdo experimental de partes de uma planta (vegetativas e florais),
culminando na formacgéo de primordios de 6rgaos ou plantas inteiras.

A organogénese in vitro pode ser classificada em dois tipos:
adventicia e ndo adventicia. No primeiro caso, a organogénese ocorreria na
auséncia de reguladores de crescimento no meio de cultura, sem a formagao
de calo, enquanto que a organogénese nao adventicia é caracterizada pela
dependéncia da presenca de reguladores e da formagdo de calos
(CHRISTIANSON & WARNICK, 1988).

O sinergismo entre auxinas e citocininas é critico para o controle da

morfogénese in vitro. Elevadas concentragdes de citocininas e baixas de
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auxinas induzem, predominantemente, a formacao de gemas em detrimento
da formagao de raizes e calos e vice-versa, conforme evidenciado por
SKOOG & MILLER (1957). A rizogénese ¢é induzida pela presenca isolada
de auxina ou em combinagdo com uma citocinina em baixa concentragéo
(FLICK et al., 1983).

Embriogénese somatica, adventicia ou assexual sdo termos
usualmente empregados para designar o processo pelo qual células
haploides ou somaticas desenvolvem-se por meio de diferentes estadios
embriogénicos, dando origem a uma planta, sem que ocorra a fusdo de
gametas (WILLIAMS & MAHESWARAN, 1986). Esse processo constitui um
exemplo da expressao da totipotencialidade das células das plantas
(HABERLANDT, citado por KRIKORIAN & BERQUAM, 1969).

O padrao de desenvolvimento de um embrido somatico em
dicotiledbneas apresenta muitas caracteristicas morfolégicas semelhantes
as do embrido zigético. Ambos sdo caracterizados pela diferenciacdo de
uma estrutura bipolar: apice caulinar e radicular, passando pelos estadios de
desenvolvimento pro-embriondrios e embrionarios: globular, codiforme,
torpedo e cotiledonar (SMITH, citado por GUERRA et al., 1999). Entre as
diferencas, os embrides somaticos desenvolvem-se livres de correlagbes
fisicas, fisioldgicas e genéticas, as quais ocorrem no desenvolvimento de um
embrido zigético (ZIMMERMANN, 1993).

Dois padrbes basicos de expressdo da embriogénese somatica
ocorrem in vitro. O primeiro corresponde ao modelo direto, no qual os
embrides somaticos originam-se dos tecidos matrizes sem a formagéo de
estadios intermediarios de calo. O segundo padrao corfesponde ao modelo
indireto no qual os embrides somaticos se formam a partir de um calo, que
apresenta células em diferentes estadios de diferenciagao e,
consequentemente, com diferentes graus de determinagao, as quais podem
adquirir novas competéncias mediadas por mensageiros quimicos
especificos (SHARP et al., 1980).

A grande maioria dos sistemas de embriogénese somatica ocorre
indiretamente (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). A possibilidade de
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obtengdo de um satisfatério sistema experimental in vitro para estudos
morfogenéticos e para a propagacgéo clonal, com a formacdo de calos é
indesejavel. A constituicao cromossodmica das células de um calo é instavel
e a relagao entre as células potencialmente meristematicas e o total de
células da massa de um calo & pequena, além da falta de sincronia entre os
meristemas de um calo (HICKS, 1980; THORPE, 1980; SHERIDAN;
D'AMATO, citados por GUERRA, 1989).

Dessa forma a embriogénese somatica direta oferece um maior
potencial para estudo dos eventos bioquimicos e fisioldgicos relacionados
com a determinacdo. Segundo CONGER et al. (1983), a embriogénese
direta € um sistema modelo para o estudo da morfologia basica de embrides
ndo zigodticos e da influéncia de fitorreguladores sobre o desenvolvimento
embrionario.

Nesse contexto, sistemas que atendem os trés requisitos propostos
por WILLIAMS & MAHESWARAN (1986) apresentam especial interesse: 1)-
as células iniciais nao necessitam de desdiferenciagao e s&o, portanto,
potencialmente embriogenéticas por ocasido da inoculagdo; 2)- ciclos
continuos de embriogénese s&o possiveis; e 3)- os embrides somaticos sdo
facilmente destacados do tecido matriz.

Independente do padrao direto ou indireto, as células-maes
embriogénicas apresentam um conjunto de caracteristicas comuns ao
comportamento de células embrionarias em diviséo ativa: tamanho pequeno
(100-200 pm), conteudo citoplasmatico denso, nucleos grandes com
nucléolos proeminentes, vacuolos pequenos e presenga de graos de amido
(GUERRA et al., 1999). '

Teoricamente, para a indugdo de calos, qualquer tecido pode ser
utilizado como explante tendo em vista a totipoténcia das células vegetais.
Na prética, entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior
proporgao de tecido meristematico ou que contenham maior capacidade de
expressar totipoténcia (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Segundo
estes autores, explantes oriundos de tecidos jovens e com maior atividade

metabolica, sdo mais adequados para estimular a formacao de calos.
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Na embriogénese somatica, in vitro ou induzida, células em diferentes
estadios de diferenciacdo podem ser induzidas, por estimulos ambientais ou
quimicos e, se reprogramadas, adquirirem novas competéncias
morfogeneéticas (GUERRA et al., 1999). Em geral, na maioria dos modelos
de embriogénese induzida in vitro, as auxinas, em especial o 2,4-D, sdo
consideradas as substancias responséaveis pelo desencadeamento dos
processos de desdiferenciagcdo (modelo indireto) e rediferenciagao (modelo
direto).

A embriogénese somatica apresenta uma grande vantagem sobre os
demais sistemas de micropropagacao, grandes quantidades de embrides
podem-se formar em suspensoes de células embriogénicas com um minimo
de manipulagdo manual e espaco fisico, principais componentes do custo de
uma planta micropropagada (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

2.5. Cultura de embrioes

A cultura de embrides é conhecida desde o século XIX, sendo que
depois de um longo periodo de progresso limitado, rapidamente desenvolveu
depois de 1937, com significativas aplicagbes no melhoramento de plantas,
bem como em estudos basicos de fisiologia e bioquimica de embrides
(COLLINS & GROSSER, 1984). Bonnet foi o primeiro embriologista a excisar
e cultivar embrides maduros de feijdo em 1754. Hanning, em 1904, obteve
com sucesso o crescimento de embridbes de Raphanus sativus em um
simples meio, e muito de seus resultados sdo validos ‘até hoje (MONNIER,
1995).

A cultura de embrides tem sido empregada para descrever os
processos de crescimento e desenvolvimento do embrido zigético in vitro,
independente da idade, tamanho e estadio de desenvolvimento em que o
embrigo foi excisado (RAPPAPORT, citado por HU & FERREIRA, 1998). No
estudo de embriogénese in vitro ou in vivo devem ser incluidos embrices de

origem nao zigética como os origindrios das células somaticas (nucelo ou
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calos), do podlen via androgénese e aqueles originarios da oosfera nao
fertilizada ou de outras células do saco embrionario (HU & FERREIRA,
1998).

Por tentar reproduzir in vitro o normal desenvolvimento de embrides, a
cultura de embrides apresenta-se como uma ferramenta para elucidar alguns
problemas como nutricao do embriao no 6vulo, controle da embriogénese,
resgate de embrides interespecificos quando apresentam alguma
incompatibilidade, produgcao de haploéides, superacdo de dorméncia e
esterilidade de sementes, micropropagacdo entre outras aplicagdes
(COLLINS & GROSSER, 1984; HU & FERREIRA, 1998).

Segundo ANDREOLI (1985), a importancia da cultura de embrides se
deu devido a descoberta de que poderiam ser cultivados separadamente do
tecido maternal e de reserva, quando condigcdes assépticas e nutricionais
eram fornecidas. No cultivo asséptico, os embrides transpdem facilmente a
fase de desinfestacdao por estarem protegidos dentro do fruto e semente.
Devido a este fator, ao alto poder regenerativo e a natureza juvenil, embrides
tém sido usados como explantes para a propagacao clonal e organogénese
(HU & FERREIRA, 1998).

Os meios requeridos para o continuo desenvolvimento de embrides
maduros sao, geralmente, muito simples, contendo sais minerais, sacarose e
menor adicdo de reguladores de crescimento (MOTT, 1981). Meios de
cultura mais complexos sado requeridos na cultura de embrides imaturos
(MOTT, 1981; COLLINS & GROSSER, 1984; HU & FERREIRA, 1998).

2.6. Propagacao in vitro de palmeiras

Os primeiros estudos in vitro com palmeiras foram realizados por
CUTTER JUNIOR & WILSON (1954), usando tecidos meristematicos de
Cocos nucifera L. A partir desses resultados, foram obtidos avancos

consideraveis na micropropagagado de palmeiras e, os estudos até agora,
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tém mostrado o potencial desta técnica (TISSERAT, 1984a; BLACKPOOL et
al., 1986).

A maioria dos estudos de propagacao in vitro de palmeiras tem sido
conduzido em Cocos nucifera L., Elaeis guineensis Jacq. e Phoenix
dactylifera L., tendo em vista a importancia econémica destas espécies em
muitos paises.

Diversas palmeiras de importancia econémica tém sido multiplicadas
com maior ou menor sucesso, como Cocos nucifera L. (coqueiro), Phoenix
dactylifera L. (tamareira), Elaeis guineensis Jacq. (dendezeiro), Euterpe
edulis Mart. (jussara, palmiteiro) e Bactris gasipaes Kunth. (pupunheira).

Segundo STEIN (1988), a clonagem in vitro representaria a alternativa
mais favoravel a propagacao vegetativa de pupunha, dendezeiro, tamareira
e coqueiro. Todavia, até o presente, apenas a micropropagacédo do
dendezeiro tem-se mostrado mais factivel sob o ponto de vista econémico
(PARANJOTHY, citado por ALMEIDA, 1994).

A propagacao vegetativa de palmeiras por meio da técnica de cultura
de tecidos tem sido especialmente dificultada pela natureza perene dessas
plantas, bem como por serem monocotiledéneas, sendo geralmente
recalcitrantes a micropropagacao (EEUWENS, 1976).

Embora a regeneragéo via organogénese adventicia e embriogénese
somatica tenham sido observadas em diversas espécies de palmeiras, as
frequéncias de regeneragao verificadas até o presente podem ser
consideradas relativamente baixas e mais irregulares do que em outras
monocotiledéneas (RABECHAULT & MARTIN, 1976).

Os principais problemas relacionados a cultura de tecidos de
palmeiras estdo associados a obtengdo de explantes adequados, ao
estabelecimento de culturas viaveis e a rapida oxidagéo de tecidos injuriados -
(TISSERAT, 1982).

Por se tratar de plantas recalcitrantes a micropropagacao, a adicao de
reguladores de crescimento ao meio de cultura é imprescindivel a indugao
da regeneracdo de gemas adventicias e embrides somaticos em palmeiras

Ze um modo geral (STEIN, 1988). Observa-se que, via de regra, a exemplo
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do que se tem verificado em outras plantas que apresentam um alto grau de
resisténcia a formagdo de gemas ou embrides somaticos, a presencga
combinada e/ou isolada de uma auxina e uma citocinina no meio de cultura
apresenta-se fundamental tanto no estabelecimento quanto na manutencao
das culturas de palmeiras in vitro (EEUWENS, 1976; TISSERAT, 1984a,
1984b; STEIN, 1988; GUERRA & HANDRO, 1998).

A embriogénese somatica em palmeiras ainda ndo é bem entendida.
Em geral, a indugédo de calos é um pré-requisito para a embriogénese
somatica (RABECHAULT & MARTIN, 1976) e a auxina é requerida para a
inducéo e proliferagao de calos (NWANKWO & KRIKORIAN, 1983). Depois
de sucessivos subcultivos as células do calo adquirem a capacidade para a
embriogénese, em altas e baixas concentracoes de auxinas. Em muitos
casos, a omissao ou redugao da auxina € necessaria para o
desenvolvimento dos embrides (REYNOLDS & MURASHIGE, 1979;
TISSERAT, 1979). Em outros casos, mudancas na fonte de auxinas e a
adicdo de citocininas sao favoraveis (RABECHAULT & MARTIN, 1976).

Diversos estudos de regeneragao in vitro de tecidos somaticos de
palmeiras tém evidenciado que o emprego de altas concentragdes de
auxinas, como o 2,4-D, associado a baixas concentragbes de citocininas,
tem induzido a formacao de calos e, subsequente formacdo de embrides
somaticos (TISSERAT, 1979, 1982; BRANTON & BLAKE, 1983; CID, 1987;
STEIN, 1988; TEIXEIRA et al, 1993; GUERRA & HANDRO, 1998).
Entretanto, altas concentracbes de auxinas podem provocar alteracoes
genéticas consideraveis em certos materiais cultivados in vitro, ou seja,
variacao somaclonal. Em Elaeis guineensis Jacq., ‘embrides somaticos
obtidos a partir de calos, originaram 5 % de plantas anormais, enquanto
100 % das plantas regeneradas produziram, quando adultas, inflorescéncias
mal formadas (VERDEIL, citado por CRESPO, 1997).

Nos estudos de micropropagacao de palmeiras, tém sido utilizadas
vérias fontes de explantes, sendo as mais frequentes os embrides zigoéticos,
tecidos foliares jovens, apices caulinares, gemas laterais, apices radiculares

e inflorescéncias.
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A cultura de embrides imaturos e maduros de palmeiras, para indugao
de organogénese e embriogénese somatica, para obtengdo de plantulas
assépticas como fonte de explante ou para a conservacéo in vitro, tem sido
bastante estudada. Tendo em vista a sua maior expressao regenerativa, 0s
embrides zigoticos tém sido os explantes mais utilizados nos estudos
basicos de micropropagacao de palmeiras para interpretacdo de eventos
regenerativos caracteristicos de uma determinada espécie (RABECHAULT &
MARTIN, 1976; TISSERAT, 1979; CID, 1987; TEIXEIRA et al.,, 1993;
GUERRA & HANDRO, 1998; HU & FERREIRA, 1998).

Os primeiros estudos foram conduzidos por Rabéchault, em 1967,
com o objetivo de superar dorméncia em sementes de Elaeis guineensis
Jacq. (COLLINS & GROSSER, 1984).

RABECHAULT et al. (1970) obtiveram a formacgdo de embridides em
Elaeis guineensis Jacq., sem a diferenciacdo de folhas. A producgédo de
embridides em Elaeis guineensis Jacq. a partir da cultura de embrides
imaturos, e sua posterior diferenciagdo radicular em meio com 1,25 mg.L™
de ZEA foi alcangada por RODRIQUEZ (1989). TEIXEIRA et al. (1993)
obtiveram a formacgao de tecido embriogénico, a partir de embrides zigéticos,
em meio Y3 suplementado com 500 pM de 2,4-D, com posterior
regeneragao de plantulas. Resultados semelhantes foram obtidos por CID
(1987) em Elaeis oleifera e seu hibrido com Elaeis guineensis Jacq.,
cultivados em meio inicial com 2,4-D e 2iP e transferidos para meio sem
auxinas para proliferagdo de brotos e, para indugao de enraizamento, em
meio suprido com ANA.

AMMAR & BENBADIS (1977) observaram o ‘desenvolvimento de
calos a partir da bainha cotiledonar de embrides de Phoenix dactylifera L. em
meio enriquecido com 10°M de ANA, 107M de KIN e 15 % de agua de coco.
REYNOLDS & MURASHIGE (1979) e TISSERAT (1979), conseguiram a
formacdo de plantas a partir da diferenciagdo de embridides em Phoenix
dactylifera L.

A formacdo de embrides somaticos, a partir de embrides zigoticos

isolados de sementes de Euterpe edulis Mart., em meio inicial com altas
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concentragdes de 2,4-D (50 -100 mg.L™"), foi alcangada por GUERRA &
HANDRO (1998).

O desenvolvimento in vitro de embrides zigoéticos também tem sido
aplicado em palmeiras para a obtencgao rapida de plantulas assépticas e, em
certos casos, para evitar o aborto muito precoce, via de regra resultante de
hibridagbes, ou entdo para reduzir o tempo de germinagdo devido a
dorméncia das sementes (STEIN, 1988).

KARUNARATNE et al. (1985) obtiveram 62 % de formacido de
plantulas em Cocos nucifera L., em meio liquido Y3 modificado, sendo que a
presenga de carvao ativado e de altas concentracoes de sacarose foram
importantes para o crescimento de embrides. GUPTA et al. (1984)
estudando embriogénese somatica em Cocos nucifera L., ressaltaram a
importéncia do tamanho inicial dos embrides zigéticos para a formagao de
plantulas completas e a utilizagdo de meio liquido MS. LEMOS et al. (1999)
alcangaram excelentes percentagens de conversao de embrides zigéticos de
Euterpe oleracea Mart., em meio semi-sélido MS modificado, suplementado
com ANA e BAP (0,5 mg.L™).

O emprego de apices caulinares de palmeiras para o estabelecimento
de culturas assépticas tem sido muito pouco utilizado, tendo em vista que a
maioria delas apresenta crescimento monopodial, o que implicaria na
eliminacado da planta doadora de explante (STEIN & STEPHENS, 1991).
Entretanto, em palmeiras que perfilham na base do estipe, como tamareira,
0s apices caulinares representam uma importante fonte de explantes
(STEIN, 1988).

RHISS et al. (1979) observaram a regeneracéo direta de gemas, a
partir de apices de brotos laterais de Phoenix dactylifera L. em meio suprido
com auxinas e citocininas, apos 3 a 4 meses de cultura. Os explantes foram
cultivados inicialmente em meio suplementado com 0,1 a 1 mg.L™" de BAP,
KIN e 2iP, sendo posteriormente transferidos para meios adicionados de
0,5 mg.L”" de AIB e AIA e de 1 a 5 mg.L™ de ANA, sendo o enraizamento
induzido na presenca de 0,1 mg.L™ de 2iP; 1 mg.L™ de ANA; 2 mg.L™" de AIB
e 3 mg.L" e AIA. TISSERAT (1979) demonstrou o estabelecimento e
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consideravel crescimento de apices de Phoenix dactylifera L. em meio
suplementado com 0,1 a 1 mg.L" ANA ou 2,4-D. A cultura de apices
caulinares em tamareira foi melhorada por TISSERAT (1984b),
principalmente a fase de estabelecimento, com o uso de 10 mg.L”" de ANA
aumentando a taxa de sobrevivéncia e crescimento. A transferéncia dos
apices para meios liquidos com 0,1 mg.L"' de ANA e 10 mg.L"' de BAP
estimulou a formagé&o de brotos, quando comparado com meios geleificados.

A embriogénese somatica a partir de calos oriundos de apices
caulinares e gemas laterais de Phoenix dactylifera L., também foi obtida por
SHARMA et al. (1984), em meio MS modificado suplementado com
diferentes concentragdes de BAP e 2,4-D e com carvao ativado. TISSERAT
(1979), estudando os efeitos de 2,4-D e ANA em meio MS modificado com
carvao ativado, obteve resultados favoraveis na formacgao de calos, raizes e
gemas adventicias em raquilas, embrides zigoticos, gemas laterais e apicais
de tamareira. O autor verificou ainda que dependendo da concentragéo
utiizada de 2,4-D, os explantes, independente da sua origem, se
comportaram de forma muito semelhante. Entretanto, as gemas apicais e
laterais foram mais susceptiveis a formagdao de calos e subsequente
organogénese.

ARIAS & HUETE (1983) observaram a formagao de calos em apices
caulinares de Bactris gasipaes Kunth: cultivados no escuro em meio suprido
de20a50mg.L"'de24-De3ab mg.L" de BAP, sendo que a regeneracao
de plantulas foi induzida na presenca de luz e auséncia de reguladores de
crescimento. Posteriormente, VALVERDE & ARIAS (1989) alcangaram maior
produgdo de calos em meio MS suplementando com 0,5 ou 4 mg.L™" de
Picloram e 3 mg.L'1 de 2iP, sendo que em concentragcdes mais baixas de
auxina sintética, foram obtidos calos de maior tamanho. STEIN (1988)
verificou também que a combinacdo de BAP e 2,4-D, em diferentes
concentragbes, promoveu um crescimento vigoroso de calos em seccoes
subapicais de caules de B. gasipaes Kunth.

PINEDO PANDURO (1987) observou a proliferagdo de gemas

vegetativas, a partir de apices caulinares de Bactris gasipaes Kunth., em
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meio nutritivo suplementado somente com ANA ou em combinagdo com
BAP, sendo que o autor ressaltou que os niveis adequados de reguladores
de crescimento variam conforme o genétipo.

Resultados semelhantes foram obtidos por ALMEIDA (1994)
combinando 2,4 mg.L”" de ANA com 0,8 mg.L™" de BAP, sendo observada a
presenca de até 15 gemas/apice caulinar. Entretanto, CRESPO (1997)
observou uma recalcitréancia a regeneracao em apices caulinares oriundos
de plantas adultas de pupunheira. Ambos os autores ressaltaram que
explantes obtidos de plantulas cultivadas in vitro apresentam uma maior
capacidade morfogenética e expressao regenerativa.

BLAKE (1983) observou o crescimento normal de apices caulinares
de Cocos nucifera L. em meios com baixa concentragdo de ANA (2,5 uM) na
presenga ou auséncia de carvao ativado, sendo que a adi¢cao de 0,25 % de
carvao ativado promoveu um crescimento mais acentuado. EEUWENS
(1976) desenvolveu um meio de cultura especifico para Cocos nucifera L.
com elevada concentracao de iodo que promoveu o crescimento de apices
caulinares e inducdo de calos superiores quando comparado com outros
meios. O mesmo autor sugeriu que a fonte e a concentragdo de nitrogénio
inorgéanico influenciaram o crescimento das raquilas.

A reversao de gemas florais em gemas vegetativas € um fenémeno
teratolégico que ocorre espontaneamente em muitos géneros, como
resultado de fotoindugéo incompleta, infe¢ao por fitopatégenos, tratamentos
cirirgicos ou pela aplicagdo de reguladores de crescimento (MOHAN &
WADHI; DAVIS & SUDASRIP, citados por PINEDO PANDURO, 1987).

O cultivo de gemas florais é particularmente atil para o estudo das
condigcbes que permitam a diferenciacdo de partes florais especificas e se
aplica aos estudos do controle da morfogénese (PINEDO PANDURO, 1987).

Para palmeiras monopodiais, a utilizagdo de inflorescéncias ainda
jovens apresenta-se como uma das alternativas mais interessantes para a
micropropagacao, sendo empregadas frequentemente raquilas ou mesmo

gemas florais isoladas (ALMEIDA, 1994). Algum sucesso com a proliferagdo
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de brotos adventicios a partir de estruturas florais cultivadas in vitro tem sido
observado em coqueiro, dendezeiro, tamareira , pupunheira e jussara.

Segmentos de inflorescéncias de Elaeis guineensis Jacq. cresceram e
fotossintetizaram em meio suplementado com 5 mg.L™" de AIA (TISSUE
CULTURE of the oil palm, citado por PINEDO PANDURO, 1987). SMITH &
THOMAS (1973) também observaram que explantes de inflorescéncias
cresceram e mantiveram um alto grau de organizagéo, mas nao produziram
calos. Entretanto, LIORET & OLLAGNIER (1981) verificaram, com pequena
frequéncia, a iniciacao de calos em inflorescéncia imatura e um crescimento
lento. Resultados positivos foram obtidos recentemente por TEIXEIRA et al.
(1994), com a formacgao de tecidos embriogénicos compactos a partir de
inflorescéncias muito jovens de Elaeis guineensis Jacq. cultivadas
inicialmente em meio MS suplementado com 475 e 500 uM de 2,4-D. A
formacao de embrides somaticos e posterior regeneracao plantulas foi obtida
em meio com 15 pM de ANA e 2 uM de BAP.

BRANTON & BLAKE (1983) alcangaram a formagao de calos a partir
de raquilas de inflorescéncias jovens de Cocos nucifera L. em meio Y3 com
5x 10° M de BAP, 5 x 10° M de 2iP e 10* M de 2,4-D, e, em seguida, o
desenvolvimento de estruturas nodulares semelhantes a diversos estagios
de desenvolvimento de embrides zigéticos apds subcultivos com redugao da
concentracdo de 2,4-D. VERDEIL et al. (1994) obtiveram a formacao de
calos globulares em inflorescéncias imaturas de coqueiro em meio Y3
suplementado com 2,5 x 10* e 3 x 10* M de 2,4-D. Entretanto, DEL
ROSARIO & DE GUZMAN (1982) nao alcangaram resultados satisfatérios
com segmentos de raquilas de Cocos nucifera L. GUPTA et al. (1984),
verificaram a formacdo de raizes e, em menor escala, de apéndices
semelhantes a brotos em raquilas de coqueiro em meio Y3 com baixas
concentracdes de 2,4-D (2,3 x 10 uM), BAP (4,44 uM), KIN (2,32 pM) e ANA
15,38 uM).

Segundo PINEDO PANDURO (1987), provavelmente devido a uma
melhor resposta dos explantes, os trabalhos com flores isoladas de Phoenix

dactylifera L. tém sido mais intensos e alcangado mais sucesso. Diversos
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trabalhos tém demonstrado que por meio da embriogénese somatica direta e
indireta foram regeneradas plantas completas. Entretanto, ndo se conhecem
casos de aplicagdo desta metodologia em escala comercial (STEIN, 1988).

Diversos trabalhos de TISSERAT (1979, 1982) demonstraram que
altas concentracdes de auxina (30 a 100 mg.L™" de 2,4-D) na presencga de
0,3 % de carvao ativado, induziram calos fridveis em raquilas que,
posteriormente formaram raizes e embridides dando origem a plantas
completas. DRIRA & BENBADIS (1985) observaram a regeneracao direta de
plantas a partir de flores de Phoenix dactylifera L. em meio MS enriquecido
com 0,5 mg.L™" de 2,4-D; 0,5 mg.L™”" de AIB e 0,2 mg.L™" de BAP. LOUTIF &
CHLYAH (1998) também obtiveram a proliferacdo de brotos em meio com
diferentes combinagdes de reguladores de crescimento: 0,5 mg.L™" de ANA,
2 mgl' de BAP e 1 mg.l”' de 2iP. Entretanto, o crescimento e
enraizamento das plantulas s6 foram obtidos com a reducdo da
concentragdo de citocinina ou pelo aumento de ANA (2 mg.L™") combinado
com 1 mg.L™" de 2iP ou 1 mg.L”" de BAP. A presenca de citocinina e de
auxina no meio € um fator decisivo para a reversdao da gema floral em
Phoenix dactylifera L. (DRIRA & BENBADIS, 1985).

A formacao de gemas vegetativas (13 brotos/explante), a partir de
gemas florais de Bactris gasipaes Kunth., foi observada apenas em flores
estaminadas ap6s 10 meses de incubacdo em meio MS com 0,8 mg.L™ de
BAP combinado com 2,4 mg.L”" de ANA (ALMEIDA & KERBAUY, 1996). Os
autores ressaltaram que em apenas 11 % dos explantes foi observada a
reversdao da gema floral, indicando o alto nivel de recalcitréncia, e que a
regeneracao foi mais dificil em raquilas maduras e largas.

Poucos trabalhos utilizando explantes foliares de palmeiras tém sido
relatados. BUFFARD-MOREL et al. (1992) alcangaram a embriogénese
somatica a partir de calos de explantes foliares de Cocos nucifera L.
cultivados em meio Y3 enriquecido com 1,35 a 2,7 x 10“*M de 2,4-D.
ALMEIDA (1994) observou a formacéo de calos claros e friaveis na regido
seccionada, principalmente junto aos feixes vasculares, na presenca de 6 a

10 mg.L™" de 2,4-D, ndo observando qualquer resposta morfogenética.
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Resultados semelhantes foram obtidos por CRESPO (1997), que nao
observou a formacao de calos, apenas a regeneracado de raizes em um
explante de raquis foliar em meio com 130 mg.L™ de 2,4-D.

A embriogénese somatica e regeneragdo de plantulas, a partir de
folhas aclorofiladas de Euterpe edulis Mart. cultivadas inicialmente em meio
MS liquido com 2,4-D ou ANA a 10-20 mg.L™, foi obtida por GUERRA &
HANDRO (1998).

MADHURI et al. (1998) verificaram a indugao de um grande ndmero
de embrides somaticos a partir de explantes de folhas jovens de Phoenix
dactylifera cv. Yakubi cultivados inicialmente em meio MS suplementado
com 2 mg.L"" de BAP, 0,5 mg.L™" de ANA e 0,5 mg.L™" de ANOA.

Conforme relatado por KARUNARATNE et al. (1991), a capacidade
embriogénica de explantes foliares esta relacionada com a maturidade

fisiolégica de palmeiras jovens em coqueiro.

2.7. Oxidagcao em tecidos de palmeiras cultivados in vitro

O escurecimento dos explantes &, em geral, uma dificuldade nos
estudos de cultura in vitro em palmeiras. Muitos autores tém descrito este
escurecimento como consequéncia de oxidagdes, provavelmente em
decorréncia da liberagcao de compostos fendlicos pelos tecidos em resposta
aos ferimentos (REYNOLDS, 1982; SONDAHL & TEIXEIRA, 1991) e pela
oxidacao de polifendis e quininas, os quais séo inibidores da formagao de
calos e do processo de embriogénese (REUVENI & LILIEN-KIPNIS, 1974). A
oxidagdo de tecidos em palmeiras, também pode ser promovida pelas
auxinas, citocininas e impurezas do agar (RABECHAULT & MARTIN, 1976).

Pré-tratamentos dos explantes e a adicao de substancias adsorventes
ao meio de cultura foram amplamente testados no cultivo de tecidos de
palmeiras. A combinagdo de acido ascoérbico com &acido citrico tem sido
relatada para retardar a oxidagado de tecidos isolados (MURASHIGE, 1974;
EL-HENNAWY & WALLY, 1980). Entretanto, REUVENI & LILIEN-KIPNIS
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(1974) demonstraram que o acido ascoérbico, dihidroxinaftaleno,
dimetilsulfoxido e PVP nao apresentaram efeito positivo sobre a oxidagdo de
explantes de Phoenix dactylifera L. O mesmo efeito negativo também é
relatado por REYNOLDS & MURASHIGE (1979) e TISSERAT (1979) para o
PVP em tamareira. Em contrapartida, RHISS et al. (1979) obteve éxito na
redugdo da oxidagéo de apices caulinares com a adigdo de 200 mg.L™" de
PVP ao meio de cultura.

Em Cocos nucifera L. o efeito benéfico da imersdo de explantes
foliares em acido citrico e acido ascoérbico, antes do isolamento, e a
inoculacao inicial em meio liquido tém sido reportados. Segundo EEUWENS
(1976), a oxidacao de explantes de Cocos nucifera L. é devida a presenca
de fontes nitrogenadas no meio, sugerindo a utilizagdo de pontes de papel
de filtro como suporte para explantes incubados em meio liquido. SIQUEIRA
& INOUE (1991) observaram que o isolamento direto, em meio sélido,
causou uma oxidacao significativa em explantes provenientes de folhas de
planta adulta de Cocos nucifera L., que nao foi amenizada pela presencga de
0,1 % de PVP. O meio liquido, independente da presenca de PVP, diminuiu
significativamente a incidéncia de oxidacdo em explantes foliares e de
inflorescéncia em Cocos nucifera L.

SHARMA et al. (1980) contornaram a oxidagao em Phoenix dactylifera
L. com a adicdo de 1 % de carvdo ativado ao meio liquido e 10 mg.L™" de
cisteina ao sélido.

A inclusdo de carvao ativado ao meio de cultura tem sido relatada
como uma condigdo indispensavel para o cultivo in vitro de diversas
palmeiras. O carvdo ativado reduziu a oxidagédo de explantes de Phoenix
dactylifera L. (SHARMA et al., 1980; TISSERAT, 1984b), Elaeis guineensis
Jacq. (NWANKWO & KRIKORIAN, 1983), Cocos nucifera L. (FISHER &
TSAI, 1978; BLAKE, 1983; KARUNARATNE et al.,, 1985), Euterpe spp.
[YOKOO et al.,, 1992; GUERRA & HANDRO, 1998) e Bactris gasipaes
Kunth. (STEIN & STEPHENS, 1991).

Provavelmente, o principal efeito do carvao ativado no meio de cultura

esteja relacionado com a sua capacidade de adsorver metabdlitos
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produzidos pelo explante in vitro, como compostos fendlicos, bem como
diminuir os efeitos toxicos da interagcdo de altas concentragcdes de
reguladores de crescimento, adicionados ao meio de cultura, com
substéncias secretadas pelo explante (FRIDBORG et al, 1978;
WEATHERHEAD et al.,, 1978; TISSERAT, 1982; STEIN & STEPHENS,
1991). O processo de adsorsao de substancias quimicas parecer ser seletivo
(WEATHERHEAD et al., 1978).

O efeito do carvao ativado sobre o crescimento, calogénese e
morfogénese também tem sido alvo de estudos. A inclusdo de carvao
ativado aparentemente é necessaria para iniciacdo de calos em Phoenix
dactylifera L. e em outras palmeiras (REYNOLDS & MURASHIGE, 1979;
TISSERAT, 1979; SHARMA et al., 1984). KARUNARATNE et al. (1985)
relatam que a presencga de carvao ativado a 0,25-0,1 % no meio de cultura
foi absolutamente essencial para o crescimento de plantulas de Cocos
nucifera L., a partir de tecidos embrionarios. Na auséncia de carvao ativado,
os autores verificaram uma significativa redugcao no crescimento de embrides
e completa paralisacéao do desenvolvimento do haustério e iniciagdo de
raizes.

O exato mecanismo pelo qual o carvao ativado estimula o
crescimento de embrides € ainda desconhecido. Entretanto, muitos autores
tém sugerido que o seu efeito benéfico pode ser atribuido a sua capacidade
de remocgdo de inibidores e de quantidades excessivas de reguladores de
crescimento presentes no meio de cultura (FRIDBORG et al., 1978;
WEATHERHEAD et al., 1978; KARUNARATNE et al., 1985).

2.8. Regeneracao in vitro de Euterpe spp.
As respostas morfogenéticas favoraveis em tecidos e 6rgdo de

palmeiras cultivados in vitro sdo, em geral, dificeis e demoradas. As

abordagens sobre micropropagacédo e estudos morfogenéticos tém sido
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feitas, quase exclusivamente, em Phoenix dactylifera L., Elaeis guineensis
Jacq. e Cocos nucifera L.

GUERRA & HANDRO (1988) publicaram os primeiros resultados de
regeneracao de plantas de Euterpe edulis Mart., utilizando embrides
zigoticos em meio de cultura inicial com altas doses de 2,4-D (100 mg.L™)
e, posteriormenfe, com apenas 5 a 8 mg.L™" de 2iP.

A embriogénese somatica e a regeneragdo de plantas em diversos
explantes (embrides zigoéticos, inflorescéncias e folhas jovens) de Euterpe
edulis Mart, foram obtidos por GUERRA & HANDRO (1998). O processo
embriogénico foi obtido diretamente, sem a formacgao de calos, em meio Y3,
suplementado com vitaminas MW (MOREL & WETMORE, 1951) e a
presenga de 2,4-D em concentracdes de 20 mg.L™" para as folhas, 50 mg.L‘1
para as inflorescéncias e de 100 mg.L"' para os embrides zigoticos, em
meios geleificados acrescidos de carvao ativado. As culturas com embrides
no estagio globular ou pos-globular foram transferidas para meio
suplementado com 2,5 mg.L" de 2iP e 0,1 mg.L" de ANA e para a
conversao dos embrides em plantulas, as culturas foram transferidas para
meio sem reguladores de crescimento com metade da concentragdo de
sacarose e sais. Os autores ressaltaram que a adigdo de carvao ativado ao
meio para as culturas de embrides zigoticos e inflorescéncias foi essencial
para o estabelecimento de culturas viaveis.

YOKOO et al. (1992) obtiveram a formacgao de plantulas completas de
Euterpe edulis Mart., em estudos de germinacao in vitro, em meio MS com
30 g.L" de sacarose, 1,9 g.L ™" de KNOz e 1,65 g.L”' de NH4NO3. Em estudos
de indugcado de organogénese em embrides de Euterpe oleracea Mart., estes
autores também observaram o intumescimento e a formacédo de estruturas
esponjosas na superficie externa do haustério. A germinacdo dos embrides
de Euterpe oleracea Mart. e o posterior desenvolvimento em plantulas
normais, se deu principalmente em meio MS semi-sélido, com 30 g.L‘1 de
sacarose, carvao ativado 1,5 g.L'1 e vitaminas MW (MOREL & WETMORE,
1951), e em todas as dosagens de 2,4-D (0-100 mg.L™), sendo observada a
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formagdo de calos em meio MS adicionado com 100 mg.L™" de 2,4-D,
entretanto sem posterior regeneracao de plantulas.

LEMOS et al. (1999) observaram uma maior taxa de conversdo de
embrides zigoticos de Euterpe oleracea Mart. em plantulas, em meio MS
suplementado éom BAP e ANA a 0,5 mg.L™" com adigéo de 0,1 % de carvao
ativado e 0,17 g.L”' de NaH,PO,, demonstrado-se a necessidade de um

suprimento exdgeno balanceado de auxina e citocinina.

2.9. Regeneracao in vitro de Theobroma spp.

Os estudos de propagacao in vitro para o género Theobroma tém-se
limitado a espécie Thebroma cacao L., considerada, até ha pouco tempo,
como a unica espécie do género cultivada comercialmente.

Os primeiros estudos de cultivo de tecidos in vifro com Thebroma
cacao L. foram realizados por ARCHIBALD (1954), usando segmentos de
ramo em meio de White (WHITE,1939) desprovido de reguladores de
crescimento, onde houve a formagao calos, entretanto sem a regeneragao
de plantulas. Resultados semelhantes foram obtidos por HALL & COLLIN
(1974), cultivando segmentos de ramos ortotropicos oriundos de plantas
jovens em meio de White e MS, suplementado com KIN e carvao ativado.

ORCHARD et al. (1979), utilizando apices caulinares de cacau em
meio LS (LINSMAIER & SKOOG, 1965) suplementado com KIN, ZEA, AlB,
AlA e AG;, observaram a expansao dos meristemas, seguida, em alguns
casos, da elongagao de folhas. PASSEY & JONES (1983), a partir de pices
caulinares e noés excisados de brotos jovens cultivados em meio MS
suplementado com diversas combinagdes de citocininas (BAP, ZEA e 2iP) e
auxinas (AIB e ANA), obtiveram a proliferagdo de alguns brotos com
desenvolvimento reduzido.

Em estudos conduzidos por ESAN (1975) foi verificada a formacéao
direta de embrides somaticos a partir de tecidos de embrides sexuais

imaturos, em meio MS suplementado com ANA, caseina hidrolisada e agua
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de coco. PENCE et al. (1979) demostraram a capacidade de proliferacdo de
embrides assexuais a partir de embrides sexuais imaturos de cacau em meio
MS com &gua de coco e 1,5 mg.L" de ANA. A formacédo de calo em
explantes foliares foi induzida em meio suplementado com varias
combinagdes de auxinas e citocininas e 100 ml.L™' de agua de coco e em
cotilédones e eixos embrionarios em meio MS na auséncia ou presenca de
agua de coco e ANA. Entretanto, apenas verificou-se o crescimento
organizado de raizes, a partir de calos de explante foliar e cotilédones
imaturos, em meio com 20 mg.L™" de auxina. No presente estudo, néo foram
observadas a embriogénese e a proliferacdo de brotos em segmentos e
calos foliares, pericarpo e 6vulos. KONONOWICZ & JANICK (1984) também
obtiveram a formacao direta e indireta de embrides somaticos, a partir de
embrides sexuais, entretanto sem capacidade de desenvolver plantulas.

Resultados positivos surgiram a partir da década de 80, quando
embrides somaticos, oriundos a partir do cultivo de explantes de pétalas e
tecidos nucelares, regeneraram plantulas com sucesso (SONDAHL et al.,
1993; DIAS, 1995). A técnica ganhou impulso com a conversdao dos
embrides somaticos nucelares de cacau em plantulas (FIGUEIRA & JANICK,
1993) e com o desenvolvimento de protocolo para obtencédo de milhares de
plantulas, a partir de uma simples gema axilar (FLYNN et al., 1990).

Conforme relatado por ELHAG et al. (1987) a embriogénese somatica
em cacau pode ocorrer por trés vias: 1)- por meio do desenvolvimento direto
de embrides somaticos a partir de células da epiderme hipocotiledonar de
embrides zigéticos imaturos ou embrides somaticos; 2)- pela diferenciagéo
direta de embrides somaticos a partir de tecidos meristematicos internos
cotiledonares; e 3)- indiretamente, pelo desenvolvimento de embrides
somaticos a partir de calos embriogénicos induzidos em embrides zigoticos
ou somaticos.

Os calos tém sido obtidos a partir de uma grande variedade de
explantes como folhas, pericarpo, ovulos, embrides imaturos, cotilédones e
eixo embrionario de embrides maduros, nos mais variados meios de cultura

e sob diferentes condigdes fisiolégicas de luz e temperatura (DIAS, 1995). A
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embriogénese indireta ocorre em baixa frequéncia na auséncia de
reguladores de crescimento, entretanto pode ser incrementada com a adigao
de baixas concentragdes de 2,4-D e AG3; (KONONOWICZ & JANICK, 1984).

LI et al. (1998) obtiveram a regeneragdo de plantulas de cacau, via
embriogénese somatica, cultivando estamindides de botdes florais e
embrides zigodticos. O rapido desenvolvimento de calos foi induzido em meio
inicial DKW suplementado com 20 g.L™" de glicose, 2 mg.L™" de 2,4-D e
22,7 uM de TDZ, seguida da transferéncia para meio DKW com 20 g.L'1 de
glicose, 2 mg.L™ de 2,4-D e 1,4 nM de KIN. Embrides somaticos foram
formados em calos embriogénicos apos a transferéncia para meio DKW com
sacarose € na auséncia de reguladores de crescimento. Resultados
semelhantes foram obtidos por MARBACH & TEIXEIRA (1999), utilizando
estamindides de botdes florais com 0,5 cm de comprimento cultivados em
meio inicial DKW, com 5 pg.L™" de TDZ , 2 mg.L™" de 2,4-D e 2 % de glicose.
A inducao de calos embriogénicos foi obtida com a transferéncia dos
explantes, aos 14 dias, para meio WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980). com
0,3 mg.L™" de vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968), 2 mg.L™" de 2,4-D, 5 %
de agua de coco e 2 % de glicose. O desenvolvimento de embrides
somaticos foi obtido com subcultivos, a cada duas semanas, em meio DKW
com 3 % de sacarose e 0,1 % de glicose.

WEN & KINSELLA (1991) alcancaram a regeneragao direta de
plantulas de cacau a partir da superficie hipocotiledonar de embrides
zigéticos em meio MS suplementado com 6 mg.L™" de ANA, 0,1 % de
caseina hidrolisada e 3 % de sacarose. A inducao de células embriogénicas
e o rapido desenvolvimento de embrides somaticos em tecido nucelar e
integumento interno de sementes imaturas de cacau cultivadas em meio MS
suplementado com 4,5 uM de 2,4-D e 0,44 uM de BAP foram observadas
por CHATELET et al. (1992). NDOUMOQU et al. (1997) obtiveram a indugao
de calos em explantes cotiledonares Theobroma cacao L. em meio Y2 MS,
com 6 x 102 mg.L™" de sacarose, 10° mg.L™" de 2,4-D e 0,5 x 10° mg.L™" de

KIN, sendo que a embriogénese somatica e rizogénese foram induzidas
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apos a transferéncia dos calos para meio % MS com 3 x 10? mg.L" de
sacarose, tanto na auséncia como na presenca de ANA ou AlB.

Subcultivos de meristemas apicais, excisados de plantulas jovens de
cacau, em meio MS liquido suplementado com 1 uM de ZEA e varias
concentracdes de ANA e AG; foram benéficos para a elongagdo nodal e
crescimento de brotos (ADU-AMPOMAH et al.,1992). As raizes foram
induzidas em meio 2 MS com 10 uM de AIB e 0,1 uM de AIA e com
concentracéo de sacarose reduzida para 15 g.L™".

PENCE (1991) observou alta taxa de embriogénese somatica em
embrides zigoéticos imaturos pré-cultivados em meio com 3 % de sacarose e
criopreservados, em meio suplementado com 3 mg.L™" de ANA.

Segundo ELHAG et al. (1987), a embriogénese indireta em cacau é
sensivel a fonte e concentragdo de carbono, bem como ao material genético
(clone). Os autores verificaram que, de modo geral, a formagédo de calo
embriogénico, a partir de embrides somaticos, aumentou quando a sacarose
foi substituida por glicose ou frutose no meio MS.

Conforme relatado por KONONOWICZ & JANICK (1984), a sacarose,
a glicose ou a frutose suportam o crescimento de embrides assexuais, mas a
glicose é claramente superior a sacarose. Entretanto, PENCE et al. (1981) e
JANICK et al. (1982) observaram que o cultivo de embrides assexuais em
meio liquido responde ao aumento da concentracdo de sacarose por
sintetizar lipideos com acidos graxos e triglicerideos de composi¢cao similar
ao de embrides zigéticos durante o processo de maturagdo in vivo.
ALEMANNO et al. (1997) também ressaltaram que a presenca de sacarose
e de ABA no meio de maturagdo de embrides zigétiéos e somaticos sao
fundamentais para o aumento da sintese de reservas, resultando em altas
taxas de germinacao, conversao e aclimatagao de plantulas.

Outro fator a ser considerado é a presenca de agua de coco no meio
de cultura. A agua de coco, além de estimular o crescimento de calos, na
presenca de auxinas aumenta a embriogénese direta a partir de embrides
zigoticos imaturos de cacau, devido, em parte, ao alto contetdo de glicose e

frutose. Em trabalhos conduzidos por ELHAG et al. (1987) n&o foram
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verificados efeitos claros da agua de coco na embriogénese ou no
desenvolvimento de embrides a partir de calos.

Alguns autores ressaltam que as respostas morfogenéticas nas
diferentes vias de micropropagacéao in vitro de cacau variam em funcgdo do
genotipo da planta doadora de explantes e entre explantes da mesma planta
(ELHAG, et al., 1987; WEN & KINSELLA, 1991; LOPEZBAEZ, et al., 1993;
ALEMANNO et al., 1997). Em contra partida, NDOUMOU et al. (1997)
verificaram que as alteracdes responsaveis pela diferenciagdo celular em
explantes cotiledonares de cacau foram semelhantes para dois gendtipos
testados.

Poucos trabalhos tém sido relatados com Theobroma grandiflorum,
entretanto, devida a proximidade boténica com o cacau, espera-se que
protocolos possam ser adaptados para o cupuacu.

Em estudos conduzidos por JANICK & WHIPKEY (1988), a
embriogénese somatica, a partir de calos embriogénicos, foi induzida em
embrides imaturos de Theobroma grandiflorum em meio MS semi-sélido
suplementado com 1 mg.L™" de 2,4-D e 10 % de agua de coco. As culturas
embriogénicas apresentaram maior proliferagdo em meio sem 2,4-D e
glicose, entretanto n&o foi observada a regeneracao de plantulas.

RODRIGUES (2000), testando a capacidade de calogénese em apice
caulinar e disco foliar de cupuagu em meio MS suplementado com 1 mg.L™
de 2,4-D ou 1 mg.L™" de Dicamba, verificou a formagao de calos em apenas
10 e 20 % de explantes, respectivamente. A adicdo de 3 a7 mgL™" de
2,4-D em explantes cotiledonares e de 7 mg.L'1 de 2,4-D em explantes

foliares promoveu a melhor formag&o de calos.



33

CAPITULO 1 - RESPOSTAS MORFOGENETICAS IN VITRO DE
ACAIZEIRO (Euterpe oleracea Mart.)

RESUMO

Com o objetivo de estudar as respostas morfogenéticas de diferentes
explantes de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) submetidos a varias
condi¢des de cultura in vitro, diversos experimentos foram conduzidos, em
laboratdrio, utilizando-se material vegetal oriundo de plantas da colegéo de
acaizeiro da Embrapa Amazbnia Oriental, Belém-PA e de plantulas
assépticas obtidas a partir da conversao in vitro de embrides zigéticos
maduros. O primeiro experimento constou da avaliagéo do efeito da adigéo
de ANA e BAP no meio de cultura sobre a conversdo de embrides zigéticos
maduros em plantulas. Para a avaliagdo da oxidagdo de segmentos de
raquilas de acaizeiro em dois estadios de desenvolvimento, foram testados
os meios MS sdlido e liquido suplementado com diferentes antioxidantes.
Quanto ao estudo da capacidade morfogenética de explantes, embrides
zigoticos maduros e imaturos, segmentos de raquilas em dois estadios de
desenvolvimento, apices caulinares, secgdes de folhas jovens clorofiladas e
apices radiculares foram cultivados em meio MS suplementado com
diferentes tipos e concentragdes de reguladores de crescimento. Os
resultados obtidos permitiram verificar que a adicdo de’ANA e BAP no meio
de cultura foi necessaria para a conversao de embrides zigoticos maduros
em plantulas vigorosas e normais. Os segmentos de raquilas obtidos de
inflorescéncias jovens apresentaram menor intensidade de oxidagdo em
meio MS soélido suplementado com todos os antioxidantes testados e os
segmentos de raquilas maduras em meio MS soélido com 0,3 % de carvéao
ativado, tanto na presenca quanto na auséncia de acido ascoérbico. Foi

possivel obter a expressdo de um modelo de embriogénese somatica direta,
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repetitiva e nao sincronizada em embrides zigéticos maduros cultivados em
meio primario MS suplementado com 339,36 pM de 2,4-D e em meio
secundario MS na presenca de 0,537 uM de ANA e 12,30 uM de 2iP. A
conversao de embrides em plantulas foi alcangada com a transferéncia das
culturas para meio 72 MS, sem reguladores de crescimento. Os embrides
zigoticos imaturos e 4apices caulinares apresentaram baixo potencial
embriogenético e secgdes de folhas jovens clorofiladas e apices radiculares

ndo apresentaram capacidade de resposta morfogenética in vitro.
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ABSTRACT

With the objective of studying the morphogenetic responses of
different assai palm explants (Euterpe oleracea Mart.) under diverse
conditions of in vitro culture, several experiments were conducted, in
laboratory. The material used was collected from of assai palm plants at
Embrapa Amazénia Oriental, Belém-PA and the aseptic seedlings were
obtained from the in vitro conversion of mature assai palm zygotic embryos.
The first experiment consisted in evaluating effect of the addition of ANA and
BAP in the MS gelled medium over the conversion of mature zygotic
embryos in to seedlings. To evaluate the oxidation of rachyl segments in two
development stages, were tested in a MS medium added with different
antioxidants. For the study of the morphogenetic capacity explants, mature
and immature zygotic embryos, inflorescence at different development
stages, stem apexes, chlorophyllous young leaves and root apexes were
cultivated in a MS gelled medium supplemented with different types and
concentrations of growth regulators. The obtained results allowed verifying
that an addition of NAA and BAP in the culture medium was necessary to the
conversion of mature zygotic embryos in both vigorous and normal seedlings.
The young rachyl segments presented smaller oxidation intensity in a MS
gelled medium supplemented with all the tested antioxidants and the mature
rachyl segments in a MS gelled medium with 0,3% of activated charcoal, as
well as in the presence or in the absence of ascorbic acid. It was possible to
verify the expression of a direct, repetitive and asy'nchronized model of
somatic embryogenesis in mature zygotic embryos cultivated in primary MS
medium supplemented with 2,4-D (339,36 pM) and transferred to a
secondary MS medium in the presence of NAA (0,537 pM) and 2iP
(12,30 uM). The conversion of embryos in plantlets was reached transferring
the cultures to a %2 MS medium, without growth regulators. Immature zygotic

embryos and stem apexes showed low embryogenic potential, and both
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chlorophyllous young leaves and root apexes did not present capacity of in

vitro morphogenetic responses.




3/

1. INTRODUGAO

Inimeras justificativas tém sido reportadas para a utilizagdo de
técnicas de cultura de tecidos in vitro para palmeiras.

A cultura de tecidos tem despertado interesse por facilitar a producéo
de mudas elites em escala comercial, produzir plantas livres de patégenos e
acelerar programas de melhoramento (FERREIRA et al., 1998).
Considerando que os programas de melhoramento de palmeiras sao
demorados e complexos em virtude do longo ciclo, habito de crescimento e
auséncia de métodos convencionais de propagacgao vegetativa, essa técnica
torna-se imprescindivel para a obtengao de resultados em menor espaco de
tempo.

A propagacao in vitro constitui-se numa importante ferramenta para
plantas com dificuldade de serem multiplicadas vegetativamente, como é o
caso das palmeiras e, mais especificamente do agaizeiro, cujo pegamento
de perfilhos € menor que 1 % (ROBLES, 1983).

A obtencao de eventos morfogenéticos em tecidos de palmeiras
cultivados in vitro deve levar em consideracao que apenas a inflorescéncia e
0 apice caulinar contém tecidos que apresentam caracteristicas
meristematicas (BLAKE, 1983). Dessa forma, a selecdo de explantes a
serem utilizados em protocolos de propagagao in vitro de agaizeiro torna-se
imprescindivel para aprofundar os conhecimentos sobre os dois aspectos
mais criticos da morfogénese in vitro de palmeiras: a ‘iniciagao de calos e
inducao de embriogénese somatica.

Os objetivos do presente trabalho foram estabelecer protocolos
basicos para a instalacdo de culturas viaveis de acaizeiro e estudar as
respostas morfogenéticas de diferentes explantes de acaizeiro submetidos a

varias condigdes de cultura in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados explantes de acaizeiro excisados de plantulas
asseépticas obtidas a partir da conversao de embrides zigéticos mauros in
vitro (folhas jovens, apices caulinares e radiculares) e de plantas adultas
oriundas da colegcédo de acaizeiro da Embrapa Amazénia Oriental, Belém-PA
(embrides zigdticos e segmentos de raquilas). Os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da

Embrapa Amazdnia Oriental.

2.1. Cultura de embrides zigbticos de agaizeiro

Frutos maduros, com peso médio de 2,35 gramas, foram lavados em
agua corrente e submetidos ao despolpamento em agua a 40°C. As
sementes foram desinfestadas em céamara de fluxo laminar, com a imerséo
em alcool etilico a 70 % por dois minutos e, em seguida, em solugédo de
NaClO a 2 % por 20 minutos sob agitacéo e lavadas quatro vezes em agua
destilada e autoclavada.

Os embrides zigoéticos, excisados de sementes assépticas sob
camara de fluxo laminar, foram inicialmente inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura MS, modificado pela auséncia de
vitaminas e aminoécidos, suplementado com 0,6 % de agar e 0,25 % de
carvao ativado. O meio de cultura teve o pH ajustado para 5,8 e, em
seguida, submetido a esterilizacdo em autoclave a 120°C durante 15
minutos.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
de 26°C + 2, umidade relativa do ar média em torno de 70 % e fotoperiodo de
16 horas de luz branca fria (52 umol.m?.s™ de irradiancia)/oito horas de

eScuro.
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Aos trés dias da inoculagao, foi realizada a avaliagdo quanto as
percentagens de contaminag@o por microorganismos e de oxidagdo. Em
seguida, os embrides foram transferidos para tubos de ensaio com 10 mL de
meio MS modificado pela presenga de 0,17 g.L™' de NaH,PO., com 0,6 % de
agar, 0,25 % de carvao ativado e 3 % de sacarose, suplementado com
diferentes combinagdes de ANA e BAP, ajustando-se o pH a 5,8 antes da
autoclavagem. '

Foram testadas trés concentracdes de ANA (0,54; 2,68 e 5,37 uM)
combinadas com quatro de BAP (0,44; 1,11; 1,55 e 2,22 uM) e uma
testemunha adicional (sem regulador de crescimento), totalizando 13
tratamentos.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida de 10
tubos de ensaio, contendo um explante cada.

Aos 10 dias da inoculagédo avaliou-se a percentagem de conversdo de
embrides zigoticos em plantulas e, aos 48 dias a percentagem de plantulas
anormais, comprimento da parte aérea (mm) e nimero de raizes/plantula. As
plantulas anormais foram consideradas aquelas que apresentavam auséncia
ou crescimento atrofiado da parte aérea, do sistema radicular e do haustério.

2.2. Oxidacao de segmentos de raquilas de agaizeiro

Esse experimento teve como objetivo avaliar a eficiéncia da adicao de
antioxidantes no meio de cultura e o isolamento inicial. em meio liquido ou
soélido para explantes de inflorescéncia.

Espatas, em dois estadios de desenvolvimento (10 e 25 cm de
comprimento), com bracteas externa e interna fechadas, foram coletadas de
plantas adultas da colegao de acaizeiro da Embrapa Amazoénia Oriental.
Estas foram lavadas em agua corrente e submetidas ao processo de
desinfestacdo em camara de fluxo laminar, com a imersao em alcool etilico a

70 % por dois minutos e, em seguida, em solu¢cao de NaClO a 2 % por 20
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minutos sob agitagdo e lavadas, cinco vezes, em agua destilada e
autoclavada.

Apos a desinfestacao as espatas foram abertas, sob cé&mara
asséptica, com a remocgao das duas bracteas envoltdrias, expondo-se as
inflorescéncias. A partir da porgao apical das raquilas, foram cortados
transversalmente segmentos de, aproximadamente, 5 a 10 mm de
comprimento.

Os segmentos foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL
de meio de cultura basico MS com 3 % de sacarose. Os tratamentos
consistiram de: meio solido + 0,3 % de carvao ativado (CA); meio soélido +
0,3 % de CA + 0,025 % de acido ascoérbico (AA); meio soélido + 0,025 % de
AA; meio solido + 0,1 % de PVP; meio liquido + 0,3 % de CA; meio liquido +
0,025 % de AA e meio liquido + 0,1 % de PVP; combinados com dois
estadios de desenvolvimento da espata (madura e jovem), totalizando 14
tratamentos.

Para os tratamentos correspondentes ao meio soélido foi adicionado
0,6 % de agar e nos tratamentos com meio liquido utilizaram-se pontes de
papel filtro. As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob as
mesmas condigdes do experimento anterior, mas sob auséncia total de luz.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com cinco repeticoes, sendo cada unidade experimental constituida de cinco
tubos de ensaio, contendo um explante cada.

Aos 15 dias da inoculagdo avaliaram-se a intensidade de oxidagao
(Ox) e o numero de explantes contaminados por microorganismos. Para a
quantificacdo da intensidade de oxidacado, foi observado o percentual de
oxidacdo da superficie dos segmentos de raquilas, por meio de uma escala
de notas: 1- nivel baixo de oxidagdo (abaixo de 30 %); 2- nivel médio de

oxidagao (entre 30 e 70 %); 3- nivel alto de oxidac&o (acima de 70 %).
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2.3. Capacidade morfogenética de explantes de acaizeiro

2.3.1. Embrides zigéticos

Frutos maduros e imaturos de agaizeiro, com peso médio de 2,17 e
1,68 gramas, respectivamente, foram despolpados e submetidos ao
processo de desinfestacdo descrito anteriormente.

Os embrides zigoticos, maduros e imaturos, excisados de sementes
asseépticas sob camara de fluxo laminar, foram inoculados em frascos de
vidro, com capacidade de 200 mL, contendo 40 mL de meio de cultura
basico MS com 0,6 % de agar, 0,25 % de carvao ativado, 3 % de sacarose,
500 mg.L™" de caseina hidrolisada e suplementado com seis concentragdes
de 2,4-D (113,12; 226,24, 339,36; 454,48; 565,61 € 678,73 uM).

No periodo inicial de 30 dias, as culturas foram mantidas em sala de
crescimento nas mesmas condicdoes do experimento anterior, sob
fotoperiodo de 16 horas de luz branca fria indireta (6 pumol.m2s™' de
irradiancia)/oito horas no escuro e, em seguida, sob fotoperiodo de 16 horas
de luz branca fria (52 pmol.m™?.s™" de irradiancia/oito horas de escuro.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com seis tratamentos e quatro repeticoes, sendo cada unidade experimental
constituida de quatro frascos, contendo trés explantes cada.

Aos 80 dias da inoculagao, avaliaram-se o numero de explantes com
respostas morfogeﬁéticas e as percentagens de prlantes com calo,

estruturas pré-embriogenéticas e embrides somaticos globulares.
2.3.2. Segmentos de raquilas
Espatas, em dois estadios de desenvolvimento (10 e 25 cm de

comprimento), com bréacteas externa e interna fechadas, foram coletadas de

plantas adultas. Estas foram lavadas em agua corrente e, posteriormente,
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submetidas ao processo de desinfestacdo em camara de fluxo laminar, com
a imers&do em alcool etilico a 70 % por um minuto e, em seguida, em solugéo
de NaClO a 2 % por 15 minutos sob agitacdo e lavadas, cinco vezes, em
agua destilada e autoclavada.

Apés a desinfestacdo, as espatas foram abertas, sob céamara
asseptica, com a remocao das duas bracteas envoltérias, expondo-se assim
as inflorescéncias. A partir da porgao apical e mediana das raquilas, com 10
a 60 mm de comprimento, foram cortados transversalmente segmentos de,
aproximadamente, 5 a 10 mm de comprimento. Os segmentos de raquilas
foram inoculados em erlenmeyers com capacidade de 100 mL, contendo
40 mL de meio de cultura basico MS com 0,6 % de &gar, 0,25 % de carvao
ativado e 3 % de sacarose, suplementado com 14,76 uM de 2iP combinado
com quatro concentracdes de 2,4-D (113,12; 226,24; 339,36; 454,48 uM).

No periodo inicial de 30 dias, as culturas permaneceram em sala de
crescimento, nas mesmas condicdes do experimento anterior, sob condi¢cdes
de auséncia total de luz, sendo, posteriormente, transferidas para condigdes
de fotoperiodo de 16 horas de luz branca fria /oito horas de escuro.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 4 (dois estadios de desenvolvimento da inflorescéncia
combinados com quatro concentracdes de 2,4-D) e quatro repetigbes, sendo
cada unidade experimental constituida de quatro frascos, contendo trés
explantes cada.

Aos 180 dias da inoculagéo, avaliaram-se o numero de explantes com
respostas morfogenéticas e as percentagens de e?(plantes com calo,

estruturas pré-embriogenéticas e embrides somaticos globulares.
2.3.3. Apices caulinares
Os apices caulinares foram obtidos a partir de plantulas assépticas

cultivadas in vitro, com a remoc¢ao de folhas jovens e raizes. Este explante,

com aproximadamente 1 cm de comprimento, apresentava-se constituido



43

pelo meristema apical e primoérdios foliares envolvidos por duas a trés
bainhas, e por tecidos subapicais.

Na primeira fase experimental, os apices caulinares foram inoculados
em tubos de ensaio, sob pontes de papel filtro, contendo 10 mL de meio de
cultura basico MS com 0,3 % de carvao ativado, 3 % de sacarose e
500 mg.L™" de caseina hidrolisada, suplementado com quatro concentragdes
de ANA (2,68; 5,37, 8,06 e 10,74 uM) combinadas com quatro de BAP (2,22;
444, 6,66 e 8,88 uM), totalizando 16 tratamentos. As culturas
permaneceram em sala de crescimento nas mesmas condigbes do
experimento anterior. Na segunda fase experimental, os apices caulinares
foram submetidos previamente a uma pequena excisdo na regido do
meristema apical e cultivados nas mesmas condigdes descritas
anteriormente.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 4 (quatro concentragdes de ANA combinadas com
quatro de BAP), com quatro repeticdes, sendo cada unidade experimental
constituida de quatro tubos de ensaio, contendo um explante cada.

Aos 30 dias da inoculagao, avaliaram-se o numero de explantes com
respostas morfogenéticas e as percentagens de explantes com proliferagéo

de gemas e iniciagao de calo.

2.3.4. Folhas jovens

Seccgodes de limbo foliar com 1cm de comprimentd e 0,5 cm de largura,
foram excisadas de folhas jovens clorofiladas de pléantulas assépticas
cultivadas in vitro.

As secgoes foliares foram inoculadas em frascos de vidro com
capacidade de 200 mL, contendo 40 mL de meio de cultura basico MS com
0,6 % de agar, 0,25 % de carvdo ativado, 3 % de sacarose e 500 mg.L™ de
caseina hidrolisada, suplementado com 2,4-D e ANA. Foram testadas
seis concentragoes de 2,4-D (67,87; 107,41; 113,12; 135,74; 180,99 e
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226,24 puM) e quatro de ANA (53,70; 80,56; 107,41 e 134,26 uM),
perfazendo um total de 10 tratamentos.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, nas mesmas
condigdes do experimento anterior, sob fotoperiodo de 16 horas de luz
branca fria indireta/ oito horas de escuro.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com dez tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada unidade experimental
constituida de cinco frascos, contendo trés explantes cada.

Aos 120 dias da inoculagao, avaliaram-se o numero de explantes com
respostas morfogenéticas e as percentagens de explantes com calo,

estruturas pro-embriogenéticas e embrides somaticos globulares.

2.3.5. Apices radiculares

Segmentos de apices radiculares com 1 cm de comprimento, obtidos
de plantulas assépticas, foram inoculados em frascos de vidro, com
capacidade de 200 mL, contendo 40 mL de meio de cultura basico MS com
0,6 % de agar, 0,3 % de carvdo ativado, 3 % de sacarose e 500 mg.L™" de
caseina hidrolisada, suplementado com cinco concentragoes de 2,4-D (4,52;
13,57; 22,62; 31,67 e 40,72 uM). As culturas foram mantidas em sala de
crescimento nas mesmas condi¢gdes do experimento anterior.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada unidade
experimental constituida de cinco frascos, contendo trés explantes cada.

Aos 120 dias da inoculagao, avaliaram-se o numero de explantes com
respostas morfogenéticas e as percentagens de explantes com calo,

estruturas pré-embriogenéticas e embrides somaticos globulares.
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2.4. Manutencao e multiplicagcao de culturas embriogenéticas

As culturas embriogenéticas, iniciadas a partir de embrides zigéticos
maduros no meio primario ou indutor (item 2.3.1.), foram transferidas, aos 85
dias de cultura, para meio secundario com o objetivo de induzir a
multiplicagéo de células pro-embriogenéticas e de embrides somaticos em
estagios globulares iniciais.

As culturas pré-embriogenéticas foram inoculadas em frascos de
vidro, com capacidade de 200 mL, contendo 40 mL de meio de cultura
basico MS com 0,6 % de &gar, 2 % de sacarose na presenca de 0,537 uM
de ANA e de 12,30 uM de 2iP. Sendo mantidas em sala de crescimento, sob
fotoperiodo de 16 horas de luz branca fria indireta/ oito horas de escuro.

Aos 60 dias da transferéncia, avaliaram-se a frequéncia
embriogenética obtida pela percentagem de culturas embriogenéticas em
relacdo ao total de explantes do meio primario (A), o nUmero de embrides
somaticos por explante (B) e a eficiéncia embriogenética (A X B)/100
(LAZZERI et al., citados por GUERRA, 1989). As avaliagbes qualitativas
consistiram da caracterizacdo dos estagios embriogenéticos e do

comportamento das culturas.

2.5. Desenvolvimento, maturagao e conversao de embrides somaticos

Com o objetivo de estimular a progressao das fases iniciais para fases
tardias e obter embrides somaticos maduros e, posferior conversao em
plantulas, as culturas embriogenéticas (item 2.4) foram transferidas para
meio terciario aos 150 dias de cultura.

As culturas foram inoculadas em frascos de vidros com capacidade de
200 mL, contendo 40 mL de meio de cultura %2 MS, com 0,6 % e agare 1 %
de sacarose, na auséncia de reguladores de crescimento, sendo mantidas

nas mesmas condi¢cdes da fase anterior.
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Aos 60 dias da transferéncia avaliaram-se a frequéncia
embriogenética obtida pela percentagem de culturas embriogenéticas em
relagéo ao total de explantes do meio secundario, o nimero de embrides
somaticos na fase bipolar e o nimero de plantulas regeneradas por cultura.
As avaliagcoes qualitativas consistiram da caracterizagdao dos estagios

embriogenéticos e do comportamento das culturas.

2.6. Analises estatisticas

As variaveis foram submetidas a analise de variancia pelo teste F e as
meédias comparadas pelo agrupamento de Scott & Knott (SCOTT & KNOTT,
1974) em nivel de 1 % e 5% de probabilidade.

A variavel de intensidade de oxidacao de segmentos de raquilas foi
submetida a andlise ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis (SIEGEL &
CASTELLAN JR., 1988), em nivel de 1 % de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cultura de embrides zigéticos de acaizeiro

Na primeira semana de cultura, observaram-se o intumescimento dos
embrides zigdéticos e o inicio da expansao da lamina cotiledonar na regido
basal, estrutura correspondente ao haustério que apresenta atividade
digestiva (Figura 1A). Os tecidos do né cotiledonar apresentavam-se
intumescidos e avermelhados. Aos 14 dias, ocorreu a emissao da radicula e
do coleoptilo cotiledonar a partir da regiao apical periférica (Figura 1B). Na
terceira semana, verificou-se a formagao do peciolo a partir do coledptilo, o
inicio da expansao do limbo foliar e a emissao de raizes secundarias (Figura
1C). Nas plantulas normais observou-se o rapido crescimento do haustorio,
que aos 60 dias apresentava-se com coloragao branca e consisténcia
esponjosa e nas plantulas anormais apresentava-se atrofiado (Figura 1D).

A andlise de variancia detectou efeitos significativos da interacao
“ANA x BAP” para o comprimento da parte aérea (P < 0,05) e do ANA para a
percentagem de plantulas normais (P < 0,01) (Tabela 1).

O contraste “Fatorial vs Testemunha” foi significativo, os valores da
estimativa do contraste para todas as variaveis avaliadas foram positivos
(Tabela 1), ou seja, em média, todos os tratamentos constituidos da
combinacdo de ANA e BAP foram superiores a testemunha.

Observa-se na Tabela 2, que as maiores perceniagens de conversao
de embrides zigéticos e formagdo de plantulas normais foram verificadas,
em média, em todos os tratamentos constituidos da presenca de ANA e BAP
quando comparado com a testemunha. Estes resultados concordam com os
obtidos por LEMOS et al. (1999), que observaram apenas 25 % de
conversdo de embrides de Euterpe oleracea, com a formagao de apenas
12,5 % de plantulas normais na auséncia de ANA e BAP. LLANO-AGUDELO
et al. (1995) obtiveram 85,7 % e 83,3% de conversao de embrides zigoticos
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maduros de Persea americana Mill cv. Americana em meio MS
suplementado com 0,3 mg.L" de AIB e 1,0 mg.L”" de KIN e 0,1 mg.L™ de AIB
e 0,3 mg.L”" de KIN, respectivamente. Entretanto, YOKOO et al. (1992)
observaram a formacgao de plantulas completas, a partir de embrides
zigodticos de Euterpe oleracea Mart. e do hibrido Euterpe oleracea x Euterpe

edulis, em meio MS modificado na auséncia de reguladores de crescimento.

TABELA 1 - Resumo da andlise de variancia para médias da percentagem
de conversao de embrides zigoticos (%CEZ), da percentagem
de plantulas normais (%PN), do comprimento da parte aérea
(CPA) e do numero de raizes por plantula (NR) de Euterpe
oleracea Mart., em meio MS suplementado com diferentes
concentracoes de ANA e de BAP. Embrapa Amazénia Oriental,
Belém, PA, 2000.

Fontes de Variagao G.L. Quadrados Médios
%CEZ %PN CPA(mm) NR

ANA 2 118,75ns 3249,87** 48,47ns 0,1600
BAP 3 190,97ns 395,32ns 48,78ns 0,1929
ANA x BAP 6 257,64ns 362,22ns 106,15* 0,0896
Fatorial vs Testemunha 1 5020,67* 2734,64* 243,75* 2,1140*
Residuo 39 150,64 272,24 27,18  0,2069
Estimativa do contraste 442,50 326,57 97,50 9,08
CV (%) 13,78 23,38 17,87 18,26

* - significativo em nivel de 5 % pelo teste F; ** - significativo em nivel de 1 % pelo
teste F; ns - ndo significativo.
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FIGURA 1 - Converséao in vitro de embrides zigéticos de Euterpe oleracea
Mart. A- inicio da expansao da lamina cotiledonar (haustério-H)
(15X); B- emissdo da radicula (R) e do coleéptilo cotiledonar
(C) (15X); C- inicio da expansao do limbo foliar e de raizes
secundarias; D- plantulas normais e anormais aos 60 dias de
cultura. Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2000.
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Conforme HU & FERREIRA (1998), embrides excisados no estadio
maduro ou proximo a este sao quase autotréficos e, em geral, dependendo
da espécie, ndo ha necessidade de suplementacao de fonte de energia e os
reguladores de crescimento tornam-se dispensaveis. Entretanto, no presente
trabalho ficou evidenciada a necessidade de enriquecimento do meio com
reguladores de crescimento considerando que, na auséncia destes, obteve-
se apenas 55 % de conversao de embrides e a formacao de 45,42 % de
plantulas anormais (Tabela 2). Outro fator que pode ser considerado na
cultura de embrides, além da espécie e do estadio de desenvolvimento dos
explantes, & a concentragao endoégena de fitormoénios nos explantes.

As concentragdes de 0,54 e 2,68 uM de ANA promoveram, em média,
maior formag&o de plantulas normais quando comparadas com 5,37 uM de
ANA (Tabela 2). Elevadas concentragdes de auxinas induzem,
predominantemente, a formacéo de raizes em detrimento da formacgdo da
parte aérea (SKOOG & MILLER, 1957), podendo este fato ter contribuido
para a maior conversdao de embrides em plantulas anormais em elevada
concentragao de ANA.

O maior crescimento da parte aérea foi induzido pela presenca de
2,68 uM de ANA combinado com 1,11; 1,55 e 2,22 uM de BAP. Em
concentragcdo elevada de ANA (5,37 uM) foi observado o menor
desenvolvimento da parte aérea das plantulas em todas as combinagdes de
BAP. Nao foram verificadas diferencgas significativas entre as concentragdes
de ANA e BAP para o numero de raizes por plantula, entretanto estes
tratamentos apresentaram desempenho superior quando comparados a
testemunha, que apresentou, em média, apenas 1,79 dé raizes por plantula
(Tabela 2).

Os resultados discutidos anteriormente demonstram a necessidade de
suprimento de reguladores de crescimento no meio de cultura para a
conversao in vitro de embrides zigéticos maduros de Euterpe oleracea Mart.

em plantulas normais e vigorosas.
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TABELA 2 - Médias da percentagem de conversao de embrides zigoticos
(%CEZ) aos 10 dias de cultura, da percentagem de plantulas
normais (%PN), do comprimento da parte aérea (CPA) e do
numero de raizes por plantula (NR) de Euterpe oleracea Mart.
aos 48 dias de cultura, em meio MS suplementado com
diferentes concentracées de ANA e BAP. Embrapa Amazodnia
Oriental, Belém, PA, 2000.

ANA (pM) BAP (uM)
0,44 1,11 1.55 2.22
% CEZ
0,54 100,0 90,0 100,0 90,0
2,68 95,0 77,5 90,0 100,0
537 95,0 95,0 80,0 90,0
Testemunha 550
% PN Médias
0,54 85,0 125 85,0 66,2 77,18a
2,68 95,0 175 71,2 92,5 84,06a
5.37 57.5 47,5 55,4 66,2 46,67b
Testemunha 454
CPA (mm)
0,54 28,22aB 29,50bB 31,37aA 30,45bA
2,68 25,95aB 33,32aA 36,95aA 38,00aA
5. 87 23,97aA 28,55bA 25,02bA 26,57bA
Testemunha 21,67
NR
0,54 2,60 2.25 2,50 2,79
2,68 2,28 2.56 2,45 252
5,37 2,65 2,45 2,67 ?,85

Testemunha 1,79

Médias seguidas por letras minusculas, na coluna, e por letras maiusculas, na linha,
nao diferem, estatisticamente entre si, em nivel de 5 % pelo agrupamento de Scott
& Knott.
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3.2. Oxidacao de segmentos de raquilas de agaizeiro

O valor de H= 65,6135, pelo teste de Kruskal Wallis, foi altamente
significativo (p= 0,00001), ou seja, foram detectadas diferencas significativas
entre os tratamentos.

Os segmentos de raquilas obtidos de inflorescéncias jovens e
cultivados em meio MS sdélido suplementado com os antioxidantes testados
apresentaram menor intensidade de oxidagdo, mantendo-se viaveis por
periodos de até trés meses, sem a necessidade de repicagens (Tabela 3 e
Figura 2A). Entretanto, os segmentos de raquilas de inflorescéncias maduras
somente alcancaram menor intensidade de oxidagao quando inoculados em
meio MS sdlido suplementado com 0,3 % de carvao ativado, tanto na
presenga quanto na auséncia de acido ascoérbico (Tabela 3 e Figura 2B).

GUERRA (1989) também observou maior oxidagdo em explantes de
Euterpe edulis Mart. obtidos de inflorescéncias em estadios mais préximos
ao da abertura das flores. Possivelmente, o estadio fisiolégico e de
desenvolvimento do explante devem estar relacionados com a maior ou
menor liberacao de compostos fendlicos pelo explante no meio de cultura.

A adicao de carvao ativado ao meio de cultura também reduziu a
oxidacdo de explantes de Cocos nucifera L., Elaeis guineensis Jacq.,
Phoenix dactylifera L., Bactris gasipaes Kunth. e Euterpe edulis Mart.
(BLAKE, 1983; NWANKWO & KRIKORIAN, 1983; TISSERAT, 1984a,1984b;
STEIN & STEPHENS, 1991; YOKOO et al., 1992; GUERRA & HANDRO,
1998). Neste caso, o principal efeito do carvao ativado no meio de cultura
esta relacionado com a sua capacidade de adsorver metabolitos produzidos
pelo explante in vitro, como compostos fenodlicos, bem como diminuir os
efeitos téxicos da interacdo de altas concentracdes de reguladores de
crescimento, adicionados ao meio de cultura, com substancias secretadas
pelo explante (FRIDBORG et al.,, 1978; TISSERAT, 1982; STEIN &
STEPHENS, 1991).
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TABELA 3- Médias da intensidade de oxidacao de segmentos de raquilas
(SR) de Euterpe oleracea Mart., cultivados em meio MS em
funcao do estadio de desenvolvimento da espata e de diferentes
antioxidantes, aos 15 dias de cultura. Embrapa Amazdnia
Oriental, Belém, PA, 2000.

Meios de Cultura + Antioxidantes Intensidade de Oxidacao
SR Jovem SR Madura
solido + 0,3 % CA 1,0bA 1,0bA
solido + 0,3 % de CA + 0,025 % AA 1,0bA 1,0bA
sélido + 0,025 % AA 1,0bB 2,4aA
sélido + 0,1 % PVP 1,0bB 2,6aA
liquido + 0,3 % CA 3,0aA 3,0aA
liquido + 0,025 % AA 3,0aA 3,0aA
liquido + 0,1 % PVP 2,0aB 2,9aA

Médias seguidas por letras minUsculas, na coluna, e por letras mailsculas, na linha,
nao diferem, estatisticamente entre si, em nivel de 1 % pelo teste de Kruskal-Wallis.

Todos os antioxidantes testados quando associados ao meio MS
liquido nao foram eficientes no controle da oxidagdo em raquilas jovens e
maduras (Tabela 3). Estes resultados discordam de BLAKE (1983), que
relata que meio liquido poderia liberar e diluir substancias inibitérias ao
desenvolvimento de explantes no meio de cultura e de REYNOLDS (1982),
que associa a oxidagao a presencga de agentes geleificantes como o agar no
meio de cultura. Alguns trabalhos com outras palmeiras demonstram a
eficiéncia do meio liquido. Explantes de inflorescéncias jovens de Cocos
nucifera L., cultivados em meio liquido com 0,1 % de PVP apresentaram
menor percentagem de oxidagao (SIQUEIRA & INOUE, 1991).
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A)

B)

FIGURA 2 - Oxidagédo de segmentos de raquilas de Euterpe oleracea Mart.
em meio MS solido suplementado com diferentes antioxidantes
aos 15 dias de cultura. A- segmentos de raquilas jovens; B-
segmentos de raquilas maduras; Embrapa Amazdnia Oriental,

Belém, PA, 2000.
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GUERRA & HANDRO (1998) também contornaram a oxidagdo em
culturas de inflorescéncia de Euterpe edulis Mart. com a inoculagéo inicial
em meio liquido com carvao ativado.

A intensidade de oxidacdo, além de estar relacionada com o tipo e
idade fisiologica de explante, meio de cultura, presenca de reguladores de
crescimento, nivel endégeno de fitorreguladores e de agentes geleificantes,
dentre outros fatores, depende da espécie a ser cultivada in vitro. Esta
hipotese é reforgada pelo fato de que a eficiéncia de antioxidantes no meio
de cultura tem variado entre diversas palmeiras e entre explantes da mesma
espécie.

O procedimento de desinfestacdo empregado foi altamente
satisfatério, considerando que nao foi observada a contaminacdo de

explantes por microorganismos.

3.3. Capacidade morfogenética de explantes

3.3.1. Embrides zigoéticos maduros

Foram observadas diferentes respostas morfogenéticas de embrides
zigéticos maduros de agaizeiro cultivados in vitro em fungdo da
concentracao de 2,4-D, aos 80 dias de cultura (Tabela 4).

Embrides zigoticos maduros cultivados em meio com 113,12 e
226,24 uM de 2,4-D, apresentaram o desenvolvimento do n6 e da lamina
cotiledonar. Aos 14 dias de cultura foi verificada a emissdo da radicula e do
coledptilo cotiledonar, dando origem a plantulas normais e vigorosas.

A supressdo do desenvolvimento dos tecidos do né cotiledonar, que
dao origem a plantula, e a auséncia ou o pequeno desenvolvimento da
lamina cotiledonar, estrutura correspondente ao haustério, foram observados

em embrides zigbticos cultivados em meios enriquecidos com concentragdes

de 2,4-D maiores que 226,24 uM.
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Esta supresséo do processo de conversdo de embrides em plantulas
e o aparecimento de estruturas granulares sobre a regido do peciolo
cotiledonar, aos 40 dias de cultura, caracterizaram a primeira manifestacéo
morfogenética em embrides zigéticos cultivados em meio de cultura
suplementado com 339,36; 454,48 e 565,61 uM de 2,4-D (Figura 3A). Nao
foi verificada a iniciagdo embriogenética em embrides zigoticos cultivados
em meio com 678,73 uM de 2,4-D.

Aos 60 dias de cultura, sobre as estruturas granulares, agregados de
embrides somaticos globulares tipicos de coloragdo amarelada (Figura 3B)

foram visualizados, sendo facilmente destacados do tecido matriz.

TABELA 4 - Respostas morfogenéticas de embrides zigéticos maduros de
Euterpe oleracea Mart., cultivados em meio MS suplementado
com diferentes concentragdes de 2,4-D, aos 80 dias de cultura.
Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, PA, 2000.

2,4-D N° de % de % de % de
(uM) explantes conversao em explantes com explantes com
com plantulas estruturas embrides
resposta ' normais.? granulares >  globulares ?

113,12 36 100,0 0 0

226,24 29 100,0 0 0

339,36 39 0 80,43 19,57
454 48 27 0 61,42 38,58
565,61 17 0 93,41 6,59
678,73 0 0 0 0

" sobre o total de 45 explantes.
% percentagem sobre o total de explantes com resposta morfogenética.

Foram detectadas diferengas significativas entre as concentrages de
2,4-D para a percentagem de embrides zigéticos maduros com estruturas
granulares e embrides somaticos (P < 0,01).

As maiores frequéncias de embrides somaticos globulares foram
verificadas em explantes cultivados em meio com 454,48 e 339,36 uM de
2,4-D (Figura 4). Apesar do tratamento constituido por 565,61 uM de 2,4-D

ter induzido uma alta frequéncia de estruturas granulares embriogenéticas, a
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percentagem de explantes com embrides somaticos globulares foi baixa.
Resultados semelhantes foram obtidos por GUERRA & HANDRO (1998) em
embrides zigoticos maduros de Euterpe edulis Mart. cultivados em meio
inicial com 454,48 uM de 2,4-D, apesar de apenas 20 % das culturas
tornarem-se embriogenéticas.

O comportamento morfogenético observado nas culturas de embrides
zigoticos maduros de Euterpe oleracea Mart., pode ser caracterizado por
dois aspectos: a iniciagdo embriogenética ocorreu diretamente a partir da
formacdo de tecido embriogenético de aspecto granular na regido do né
cotiledonar e em nenhum caso foi verificada a iniciagdo a partir dos tecidos
da lamina cotiledonar (haustério). Estes resultados concordam com
GUERRA & HANDRO (1991 e 1998) que obtiveram a iniciagcao
embriogenética direta nos tecidos do né cotiledonar em embrides zigoéticos
maduros e imaturos de Euterpe edulis Mart em meio MS suplementado com
50-100 mg.L™" de 2,4-D. Entretanto, TEIXEIRA et al. (1993) observaram a
formacao de calos, em alta frequéncia, e a auséncia de formacao de tecido
embriogenético em embrides zigéticos maduros de Elaeis guineensis Jacq.

cultivados em meio Y3 com 500 uM de 2,4-D.



A)

B)

FIGURA 3 - Embriogénese somatica em embrides zigéticos maduros de
Euterpe oleracea Mart. cultivados em meio MS suplementado
com 2,4-D. A- estrutura granular na regidao do né cotiledonar
aos 40 dias de cultura (15X); B- embrides somaticos
globulares na regido do né cotiledonar aos 60 dias de cultura
(19X). Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2000.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, estatisticamente entre si, em nivel
de 1 % pelo agrupamento de Scott & Knott. EGR- CV = 8,01 %; EGL-CV = 36,60 %

FIGURA 4 - Percentagem de embrides zigoticos maduros de Euterpe
oleracea Mart. com estruturas granulares (EGR) e embrides
somaticos globulares (EGL) sob diferentes concentracdes de
2,4-D aos 80 dias de cultura. Embrapa Amazonia Oriental,
Belém, PA, 2000.

3.3.2. Embrides zigo6ticos imaturos

Os embrides maduros e imaturos apresentaram diferengcas quanto a
intensidade de resposta morfogenética, quanto ao tempo necessario para
ocorrer estas respostas e quanto ao aspecto das culturas.

Apesar dos embrides imaturos, cultivados em meio com 113,12 e
226,24 uM de 2,4-D, apresentarem maior conversdo em plantulas, quando
comparados com embrides maduros, foi observada uma alta frequéncia de
formacao de plantulas anormais (Tabela 5). Estas plantulas apresentavam
auséncia ou presenca de parte aérea atrofiada, auséncia ou pouco
desenvolvimento do haustério e auséncia de sistema radicular, sendo que

este, quando presente, apresentava um desenvolvimento desorganizado.
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Este fato também foi observado por GUERRA & HANDRO (1991) em
embrides imaturos de Euterpe edulis Mart. cultivados em meio MS com
226,24 uM de 2,4-D.

TABELA 5 - Respostas morfogenéticas de embrides zigoticos imaturos de
Euterpe oleracea Mart., cultivados em meio MS suplementado
com diferentes concentragdes de 2,4-D, aos 80 dias de cultura.
Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2001.

2,4-D N° de % de % de % de
(M) explantes conversao em explantes explantes
com plantulas 2 com com
resposta1 Normais Anormais estruturas embrides
granulares 2 globulares ?
113,12 45 31,11 68,89 6,67 0
226,24 33 0 51,51 48,49 0
339,36 14 0 28,57 1143 0
454 48 17 0 0 100,0 0
565,61 16 0 0 100,0 0
678,73 08 0 0 100,0 0

" sobre o total de 45 explantes.
% percentagem sobre o total de explantes com resposta morfogenética.

O processo de conversdo de embrides zigéticos imaturos em
plantulas normais e anormais, nao foi detectado em meio suplementado com
concentragdes superiores a 226,24 uM de 2,4-D. TEIXEIRA et al. (1993)
verificaram a formagao de plantulas anormais, sem o desenvolvimento de
sistema radicular, em embrides zigéticos imaturos de Elaeis guineensis
Jacqg. em meio Y3 modificado enriquecido com 500 uM de 2,4-D.

Aos 60 dias de cultura, foi observada a formagado de um tecido
granular na regiao do noé cotiledonar em embrides cultivados na presenca de
339,36; 454,48; 565,61 e 678,73 uM de 2,4-D. Entretanto, o numero de
embrides imaturos com resposta morfogenética (Tabela 5) foi menor quando
comparado com embridoes maduros (Tabela 4). Estes resultados discordam
de GUERRA & HANDRO (1991, 1998), que alcangaram a rapida formagao
de tecido granular em embrides imaturos de Euterpe edulis Mart., aos 45
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dias de cultura, e a formacao e o desenvolvimento de embrides somaticos
aos 60 dias de cultura em meio suplementado com 2,4-D. Provavelmente a
maior intensidade de oxidagdao de embrides imaturos, cultivados em meio
com altas concentragbes de 2,4-D, pode ter afetado o potencial
morfogenético dos explantes.

Até os 180 dias de cultura ndo foram detectadas a progresséo dos
tecidos granulares e a iniciagdo de embrides somaticos globulares.
TEIXEIRA et al. (1993) também obtiveram uma baixa frequéncia de
formacgao de tecido embriogenético friavel, apés 90 dias de cultura, em
embrides zigoéticos imaturos de Elaeis guineensis Jacq cultivados em meio
Y3 com 500 uM de 2,4-D.

De maneira geral a indugao e a expressao de rotas organogenéticas
parecem estar predominantemente relacionadas com o tipo e estadio
fisiologico do explante e com o tipo e concentracdo do regulador de
crescimento utilizado. Entretanto, a composicao do meio de cultura e os
efeitos do nitrogénio organico podem ser também considerados. GUERRA
(1989) observou que o meio Y3 e a presenga de 500 mg.L™" de glutamina
foram mais adequados para a obtengdo de uma sequéncia de eventos
embriogenéticos em embrides zigéticos imaturos de Euterpe edulis Mart.

Apesar dos embrides zigéticos imaturos terem apresentado uma
limitada aptidao embriogenética no presente trabalho, pesquisas devem ser
conduzidas para indicar o estadio de maturagéo do fruto mais favoravel para
a excisdo de embrides zigoticos imaturoé, considerando a condi¢ao
meristematica dos tecidos deste explante e os resultados positivos obtidos

em outras palmeiras.

3.3.3. Segmentos de raquilas

Nao foi verificada a indugdo de estruturas embriogenéticas nos

segmentos de raquilas maduras e imaturas até os 180 dias de cultura.
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Os segmentos de raquilas apresentaram um rapido alongamento e
engrossamento a partir dos 15 dias de cultura. Nas inflorescéncias maduras,
foi observado o desenvolvimento de flores em meio com 226,24 e 339,36 uM
de 2,4-D. Nas demais concentragdes testadas nao foi verificada nenhuma
alteracao morfogenética e os explantes permaneceram viaveis até 180 dias
de cultura.

Nos segmentos de raquilas jovens nao foi detectado o
desenvolvimento de estruturas florais, ocorrendo um intenso escurecimento
dos explantes em meio suplementado com 454,48 uM de 2,4-D.

Estes resultados concordam, em parte, com GUERRA & HANDRO
(1991 e 1998), que observaram o desenvolvimento de flores em segmentos
de raquilas maduras de Euterpe edulis Mart. em meio suplementado com
2,4-D. Entretanto, os autores obtiveram uma rapida seqiiéncia de eventos
morfogenéticos caracteristica de um modelo de embriogénese somatica
direta em segmentos de inflorescéncias imaturas, inicialmente cultivados em
meio com 50 mg.L‘1 de 2,4-D e 3 mg.L" de 2iP. Apds 60 dias de cultura,
foram verificadas a formagao de tecidos embriogenéticos e a iniciagao de
embrides somaticos globulares. TEIXEIRA et al. (1994) também obtiveram a
formacdao de embrides somaticos a partir de calos embriogenéticos de
inflorescéncias imaturas de Elaeis guineensis Jacq. induzidos em meio com
500 uM de 2,4-D, apos 81 semanas de cultura.

Conforme discutido anteriormente, a inducéo e a expressao de rotas
organogenéticas parecem estar predominantemente relacionadas com o
explante e os reguladores de crescimento utilizados. A competéncia
embriogénica em diversas palmeiras tem sido alcangada nos primeiros
estagios de cultura na presenca de altas concentragbes de 2,4-D
(TISSERAT, 1979, 1982; BRANTON & BLAKE, 1983; CID, 1987; GUERRA
& HANDRO, 1998; TEIXEIRA et al., 1993, 1994). Entretanto, o periodo para
as respostas morfogenéticas tem variado em fungao da espécie, tipo e
estadio fisiologico dos explantes.

Apesar dos segmentos de raquilas, nos estadios de desenvolvimento

testados, nao terem apresentado respostas morfogenéticas, estudos devem
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ser conduzidos para se identificar qual o estadio de maturacdo das raquilas
mais favoravel para a indugdo da embriogénese somatica, tendo em vista
que o emprego de inflorescéncias jovens tem-se apresentado como umas
das alternativas mais importantes para a micropropagacao de palmeiras.

3.3.4. Apices caulinares

Na primeira fase experimental, aos 40 dias de cultura, apenas
observou-se o crescimento do meristema apical, com a formacdo de
plantulas completas de aspecto normal, em todas as combinagdes de ANA e
BAP.

Em contrapartida, na segunda fase experimental que constou da
utilizacdo de &apices caulinares com uma pequena excisdo na regiao do
meristema apical, verificaram-se o crescimento do meristema apical e a
iniciagao de calo de aspecto translicido aos 15 dias de cultura (Figura 5).

De acordo com a analise de variancia, houve efeito significativo do
ANA e da interagcdo “ANA x BAP” sobre a percentagem de explantes com
calos friaveis. Dentre as combinagdes de reguladores de crescimento
testadas, a frequéncia de formacdo de calos em apices caulinares foi
sensivelmente estimulada pela presenga de 5,37 uM de ANA combinado
com 6,66 ou 8,88 UM de BAP e pela presenca de 10,74 uM de ANA e
8,88 uM de BAP (Tabela 6). Diversos autores também detectaram a
formacdo de calos em épices caulinares de Phoenix dactylifera L.
(TISSERAT, 1979) e de Bactris gasipaes Kunth. (ARIAS & HUETE, 1983;
VALVERDE & ARIAS, 1989; ALMEIDA, 1994) em meio de cultura
suplementado com auxinas e citocininas. De modo geral, a iniciacao de
calos é estimulada apenas pela presenga de auxina no meio de cultura.
Entretanto, conforme relatado por YEOMAN (1970), o crescimento de calos
em diferentes espécies pode ser independente de auxina e citocinina,

dependente de auxina, de citocinina ou de ambas.
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TABELA 6 - Meédias da percentagem de apices caulinares de Euterpe
oleracea Mart. com calos, cultivados in vitro em meio MS
suplementado com diferentes combinagdes de ANA e BAP,
aos 30 dias de cultura. Embrapa Amazoénia Oriental, Belém,

PA, 2000.
ANA (uM) BAP (uM)
2,22 4,44 6,66 8,88
2,68 0,00bB 48,02aA  0,00bB 0,00bB
5,37 14,76bB 23,12aB  72,87aA 62,21aA
8,06 37,82aA 3,43bB  4,82bB 0,00bB
10,74 38,39aA 32,42aA  8,72bB 67,44aA
CV (%) 68,08

Médias seguidas por letras minusculas, na coluna, e por letras mailsculas, na linha,
nao diferem, estatisticamente entre si, em nivel de 5 % pelo agrupamento de Scott
& Knott.

Apesar do agaizeiro ser uma palmeira que perfilha na base do estipe,
apices caulinares excisados de plantulas in vitro nao apresentaram
proliferacdo de gemas, discordando dos resultados obtidos em Phoenix
dactylifera L. (TISSERAT, 1979) e Bactris gasipaes Kunth. (PINEDO
PANDURO, 1987; ALMEIDA, 1994). A maior capacidade morfogenética e a
expressao regenerativa de apices caulinares obtidos de plantulas in vitro,
preconizadas por ALMEIDA (1994) e CRESPO (1997), nao foram detectados
no presente estudo até os 120 dias de cultura.

Provavelmente a recalcitrancia observada pode ser explicada por
fatores intrinsecos ao explante como o estadio fisiolégico e o balango
endogeno de hormoénios. O padréo de desenvolvimento do acaizeiro, onde a
capacidade de emissado de gemas laterais (perfilhos) esta localizada na parte
basal do estipe e de gemas florais nas bainhas foliares, também deve ser

considerado.
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FIGURA 5 - Iniciagdo de calo e crescimento do meristema apical em apice
caulinar de Euterpe oleracea Mart. em meio MS suplementado
com ANA e BAP aos 15 dias de cultura (15X). Embrapa

Amazobnia Oriental, Belém, PA, 2000.
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3.3.5. Folhas jovens e apices radiculares

As seccoes de folhas jovens clorofiladas e apices radiculares
excisadas de plantulas in vitro, apesar de apresentarem baixa percentagem
de oxidagdo, auséncia de contaminagdo por microorganismos e
permanecerem viaveis até 120 dias apds a inoculagéo, ndao apresentaram
respostas morfogenéticas nas diferentes concentracées de 2,4-D e ANA
testadas.

Resultados semelhantes foram observados por GUERRA (1989), em
folhas jovens clorofiladas e apices radiculares de Euterpe edulis Mart e por
YOKOO et al. (1992) e SIQUEIRA (1988), em folhas clorofiladas de Euterpe
edulis Mart., Euterpe oleracea Mart. e hibridos e em folhas jovens de Cocos
nucifera L., respectivamente. Entretanto, em folhas jovens nao clorofiladas
de Euterpe edulis Mart. (GUERRA & HANDRO, 1998) e de Cocos nucifera L.
(VERDEIL et al.,, 1992) foram verificadas a formacédo de tecidos pro-
embriogénicos e o desenvolvimento de embrides somaticos em meio
suplementado com 2,4-D. ALMEIDA (1994), apesar do intenso
escurecimento dos explantes foliares, observou a formacéo e o lento
crescimento de calos claros e fridveis, em meio com 4 a 10 mg.L™" de 2,4-D
em seccoes foliares e apices radiculares de Bactris gasipaes Kunth, apos 3
meses de cultura.

Dentre os fatores limitantes a morfogénese destacam-se o tipo e o
estadio fisiolégico do explante. Segundo TISSERAT (1984b), as palmeiras
parecem seguir o mesmo comportamento normalmentg verificado para
monocotileddneas, onde a iniciacao e o crescimento de calos ocorrem a
partir de tecidos e o¢rgdos derivados de regides com alta atividade
meristematica. A maioria dos resultados positivos em palmeiras foi
alcancado a partir de tecidos embrionarios (REYNOLDS & MURASHIGE,
1979).

Outro aspecto a ser considerado € que a composicdo e a
concentracdo de reguladores de crescimento no meio sao fatores

determinantes no crescimento e no padrao de desenvolvimento de culturas
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in vitro. Segundo YEOMAN (1970), o crescimento de calo em diferentes
espécies pode ser independente de auxina e citocinina, dependente de
auxina, dependente de citocinina ou dependente de ambos. Desta forma,
alguns tecidos dependem da presenca de reguladores exégenos no meio,
enquanto outros sintetizam as quantidades que necessitam.

Provavelmente a auséncia de resposta morfogenética verificada em
folhas jovens clorofiladas e apices radiculares possa estar relacionada com a
interacdo e o balango inadequado entre os reguladores de crescimento
adicionados no meio e os niveis endogenos destes explantes e/ou baixa
atividade meristematica. Conforme relatos de KERBAUY (1998), a regiao
meristematica apical das raizes apresenta uma limitada expressao
organogenética sob condi¢des naturais.

Desta forma, explantes radiculares e foliares no presente trabalho nao

apresentaram potencial para capacidade morfogenética in vitro.

3.4. Manutencao e multiplicagao de culturas embriogenéticas

Aos 35 dias apos a transferéncia de células pré-embriogenéticas e de
embrides somaticos em estagios globulares iniciais para o meio de
manutencdo e multiplicacdo, foi observado o inicio da progressdo dos
embrides para o estagio de desenvolvimento bipolar nos explantes pré-
cultivados em meio com 339,36 uM de 2,4-D.

Apesar dos tratamentos primarios com 454,48 e 565,61 uM de 2,4-D
terem induzido a iniciacdo de estruturas pré-embriogenéticas na fase inicial,
verificou-se alta intensidade de oxidagao dos explantes, menor numero de
embrides somaticos por explante e paralisagao do desenvolvimento dos
embrides somaticos no estagio globular, sem a progressao para os estagios
subsequientes, aos 150 dias de cultura (Tabela 7). Provavelmente as altas
concentragdes de 2,4-D inibiram a progressao das culturas, além de
contribuir para a oxidagao, sugerindo que para essas concentracoes o tempo

de permanéncia no meio primario deva ser reduzido.
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TABELA 7 - Médias da frequéncia embriogenética (FRE), do numero de
embrides somaticos (NES) por cultura e da eficiéncia
embriogenética (EFE) de embrides zigoéticos maduros de
Euterpe oleracea Mart. cultivados em meio secundario MS na
presenca de 0,537uM de ANA e 12,30 uM de 2iP, aos 150
dias de cultura. Embrapa Amazobnia Oriental, Belém, PA,

2000.
Meio primario FRE (%)’ NES EFE * Observacdes

(uM 2,4-D) (A) (B) (AXB)/100

339,36 86,7 25,5 22,1 Embriogénese repetitiva
e nao sincronizada e
embrides somaticos em
todos os estagios.

454 .48 60,0 125 1.5 Leve oxidacao dos
embrides somaticos no
estagio globular e
regressao das culturas.

565,61 ol 4.8 1,8 Oxidagao intensa dos

embrides somaticos no
estagio globular e
regressao das culturas.

b r_néfji_a de culturas embriogenéticas em relacdo ao total de explantes do meio
Eggnni:;?rﬁe LAZZERI et al., citados por GUERRA (1989).

Outro aspecto a ser levantado é o fato de que o desenvolvimento
embriogenético ndo foi sincronizado, ou seja, as culturas apresentaram
embrides somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento. Em
algumas culturas foi verificada a formagdo de embrides somaticos a partir
dos primeiros embrides somaticos diferenciados, configdrando um modelo
embriogenético secundario ou repetitivo de alta frequéncia e longa duragao.
Este mesmo padrao também foi observado por GUERRA & HANDRO (1991
e 1998) em culturas de embrides zigoticos de Euterpe edulis Mart.

O meio secundario, suplementado com ANA e 2iP, foi eficiente para a
manutencao e a multiplicagao de células pro-embriogenéticas e de embrioes

somaticos em estagios globulares iniciais, além de promover a progressao
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dos embrides para estagios mais avancados e induzir uma embriogénese
repetitiva e ndo sincronizada.

Os resultados obtidos concordam com TISSERAT (1984a, 1984b) que
reporta que o meio MS suplementado com 2,4-D, ANA e 2iP, promove as
melhores condigdes para se obter um protocolo de regeneragéo de plantas,
por meio da embriogénese, em palmeiras a partir de diferentes explantes.
De acordo com BLAKE (1983), em um sistema de multiplicacdo in vitro de
palmeiras as auxinas sao requeridas para a iniciagdo de calos e as
citocininas para a indugao de embriogénese somatica.

GUERRA & HANDRO (1998) também alcangcaram a expressdo de um
modelo de embriogénese somatica, a partir de embrides zigéticos imaturos e
maduros de Euterpe edulis Mart., com a transferéncia dos explantes de meio
enriquecido com altas concentragbes de 2,4-D (50-100 mg.L™") para meio

suplementado com ANA e 2iP.

3.5. Desenvolvimento, maturagcao e conversao de embrides somaticos

Aos 30 dias apos a transferéncia das culturas para meio 2 MS, na
auséncia de reguladores de crescimento, foi detectado o inicio da maturagao
dos embrides somaticos e, aos 60 dias, a conversao de plantulas normais. A
conversao foi caracterizada pela emissao da raiz primaria e pelo
desenvolvimento do peciolo cotiledonar (Figura 6A), com a posterior
formacao do haustorio (Figura 6B).

As culturas iniciadas em meio suplementado com 339,36 uM de 2,4-D
apresentaram alta frequéncia embriogenética, bem como a progressao de
embrides para a fase bipolar e a conversdo de plantulas. Nas culturas
inoculadas em meio primario com 454,48 uM de 2,4-D, foi observada uma
paralisagdo no desenvolvimento dos embrides na fase globular e intensa

oxidagao (Tabela 8).
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TABELA 8 - Médias da frequéncia embriogenética (FRE), do numero de
embrides somaticos na fase bipolar (NEB) e do nimero de
plantulas regeneradas (NPR) por cultura, a partir de embrides
zigoticos maduros de Euterpe oleracea Mart. cultivados em
meio 2 MS, na auséncia de reguladores de crescimento, aos
210 dias de cultura. Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, PA,

2001.
Meio primario  FRE ' NEB NPR Observagées
(uM 2,4-D) (%)
339,36 923 16,3 14,8  Maturagédo e germinacao
dos embrides somaticos,
embriogénese repetitiva e
nao sincronizada.
454,48 33,3 0 0 Embriogénese paralisada

no estagio globular, sem
progressao das culturas.

' média de culturas embriogenéticas em relagdo ao total de explantes do meio

secundario.

De acordo com VASIL (1982) a competéncia embriogénica €
adquirida nos primeiros estagios de cultura na presenca de 2,4-D.
Provavelmente as altas concentracoes de 2,4-D, apesar de terem induzido
uma competéncia embriogenética nos explantes no meio primario, podem ter
alterado o desenvolvimento da rota morfogenética, promovendo a
paralisagcao do desenvolvimento dos embrides no meio secundario.

O processo de embriogénese secundaria direta foi mantido nesta fase
de cultura na auséncia de reguladores de crescimento, concordando com
GUERRA & HANDRO (1991) em culturas de embrides zigéticos de Euterpe
edulis Mart. Foi observada a formacao direta de embrides somaticos a partir
de embrides diferenciados (Figura 7A) e sobre plantulas recém-regeneradas
(Figura 7B).

A conversao dos embrides somaticos iniciou, aproximadamente, aos
200 dias de cultura. GUERRA & HANDRO (1998) também observaram um
processo de embriogénese mais lento em embrides zigoticos maduros de
Euterpe edulis Mart. quando comparado com embrides imaturos que

alcancaram a producao de plantulas aos 180 dias. Aos 240 dias de cultura,
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as plantulas apresentavam-se com desenvolvimento normal da parte aérea e
do sistema radicular (Figura 8A), sendo observada a formagéo de mdltiplas
plantulas, em decorréncia da embriogénese direta secundaria (Figura 8 B).

Muitos protocolos de regeneragéo de palmeiras, por embriogénese
somatica, tém sido obtidos indiretamente com a formagao prévia de calos
(RABECHAULT & MARTIN, 1976; AMMAR & BENBADIS, 1977;
REYNOLDS & MURASHIGE, 1979; TISSERAT, 1979; NWANKWO &
KRIKORIAN, 1983; BUFFARD-MOREL et al., 1992; VERDEIL et al., 1992).
No presente trabalho a embriogénese somaética foi direta concordando com
os resultados obtidos por GUERRA & HANDRO (1991 e 1998). Além de
diversos fatores, a proximidade genética das espécies Euterpe oleracea
Mart. e Euterpe edulis Mart. pode ter contribuido para o desenvolvimento de
um mesmo padrao morfogenético.

Este modelo apresenta a possibilidade de obtencdo de um padrédo
continuo de produgdao de embrides somaticos com riscos minimos de
alteracdes genéticas, conforme preconizado por GUERRA (1989). Apresenta
grande potencial de aplicabilidade em estudo de eventos bioquimicos e
fisiolégicos relacionados com a determinacao, no resgate de embrides
interespecificos, obtencao de linhagens e na conservagao in vitro de Euterpe
oleracea Mart.

Dentre os mais complexos e controversos aspectos da morfogénese
vegetal in vitro, destacam-se trés questdes fundamentais: 1)- como ocorre a
reprogramacao de células em tecidos de um explante para a expressado de
determinada rota morfogenética; 2)- quais os fatores e em que intensidade
eles estdo relacionados com a ativagdo de determinada rota morfogenética;
3)- se células simples ou grupos de células sao o ponto de partida para a
expressao de um programa embriogenético (GUERRA, 1989). Os resultados
obtidos no presente trabalho parecem contribuir no avanco dessas questoes,
especificamente quanto aos fatores relacionados com a expressdo da

embriogénese somatica a partir de explantes de Euterpe oleracea Mart.



FIGURA 6 - Conversdo de embrides somaticos de Euterpe oleracea Mart.
em plantulas aos 210 dias de cultura. A- desenvolvimento da
radicula (R) e do coledptilo cotiledonar (C) (15X); B- expanséo
da lamina cotiledonar (haustério-H) (18X). Embrapa Amazénia
Oriental, Belem, PA, 2001.
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FIGURA 7 - Embriogénese somatica em embrides zigéticos maduros de
Euterpe oleracea Mart. aos 210 dias de cultura. A- formacao
direta de embribes somaticos a partr de embrides
diferenciados (12,5X); B- formagdo direta de embrides
somaticos sobre pléantula recém-regenerada (12,5X). Embrapa
Amazobnia Oriental, Belém, PA, 2001.
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FIGURA 8 — Plantulas. regeneradas a partir de embriogenése somatica em
embrides zigéticos maduros de Euterpe oleracea Mart., aos 240
dias de cultura, em meio 2 MS na auséncia de reguladores de
crescimento A- plantulas normais; B- proliferacédo de multiplas
plantulas. Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2001.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢gdes em que o trabalho

foi desenvolvido, pode-se concluir que:

A adicdo de reguladores de crescimento no meio de cultura é
necessaria para a cultura de embrides zigéticos maduros de

Euterpe oleracea Mart.;

Os segmentos de raquilas excisados de inflorescéncias jovens
apresentam menor intensidade de oxidagao em meio MS sélido

suplementado com carvao ativado, acido ascoérbico e PVP;

Os segmentos de raquilas excisados de inflorescéncias maduras
apresentam menor intensidade de oxidagdo em meio MS sélido
suplementado com carvao ativado, tanto na presencga quanto na

auséncia de acido ascorbico;

O meio MS liquido induz maior intensidade de oxidacédo em

segmentos de raquilas jovens e maduras;

A expressdao de um modelo de embriogénese somatica direta,
repetitiva e ndo sincronizada e com alta eficiéncia e frequéncia
embriogenética é alcangada em embrides zigoticos maduros
cultivados em meio primario MS suplementado com 2,4-D e

transferidos para meio secundario MS na presenca de ANA e 2iP.

A maturacao de embrides somaticos e a conversao em plantulas
normais sao obtidas em meio %2 MS, na auséncia de reguladores

de crescimento;
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A ativacdo de um modelo de embriogénese somatica em Euterpe
oleracea Mart. é dependente do tipo e estadio fisioldégico do
explante e do tipo e concentragédo do regulador de crescimento no

meio primario;

A formacao de calos em 4&pices caulinares é estimulada pela
presenca de ANA e BAP;

Embrides zigéticos imaturos apresentam baixo potencial
embriogenético e seccdes de folhas jovens clorofiladas e apices
radiculares nao apresentam capacidade de resposta

morfogenética in vitro.
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CAPITULO 2 - RESPOSTAS MORFOGENETICAS IN VITRO DE
CUPUACUZEIRO (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
Schum.)

RESUMO

Com o objetivo de estudar as respostas morfogenéticas de diferentes
explantes de cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
Schum.) submetidos a varias condi¢des de cultura in vitro, experimentos
foram conduzidos, em laboratério, utilizando-se material vegetal oriundo de
plantas da colecdo de cupuaguzeiro da Embrapa Amazénia Oriental, Belém-
PA e de plantulas assépticas obtidas a partir da conversdo in vitro de
embrides zigéticos maduros. O primeiro experimento constou da avaliacao
do efeito de dois substratos: agar e vermiculita, na presenca e auséncia de
meio de cultura MS e 2 MS, sobre a conversdao de embrides zigoticos
maduros em plantulas. Para o estudo da capacidade morfogenética de
explantes, eixos embrionarios e segmentos cotiledonares de embrides
maduros, segmentos de folhas jovens clorofiladas, segmentos e apices
caulinares foram cultivados em meio MS solido suplementado com
diferentes tipos e concentragcdes de reguladores de crescimento. Os
resultados obtidos permitiram verificar que o agar a 0,6 % e a vermiculita
foram eficientes e que adicdo de meio de cultura. MS e %2 MS foi
desnecessaria para a conversao de embrides zigoticos em plantulas normais
e vigorosas. O 2,4-D (4,52; 6,78 e 9,05 yM) promoveu a formacao de calos
friaveis em eixos embrionarios e o TDZ (2,0 e 3,0 yM) induziu uma alta
frequéncia de calos friaveis e menor oxidagdo em segmentos de folhas
jovens. O 2,4-D combinado com KIN promoveu a iniciagao de calos friaveis e
o ANA combinado com KIN, a rizogénese em segmentos de cotiledonares.

Na presenca de 2,4-D (2,26 uM) e KIN (13,94 uM) houve a formagao de
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calos friaveis em segmentos caulinares. A adigdo de agua de coco, 2iP e
ANA no meio secundario estimulou o rapido crescimento de culturas de
calos fridveis de eixo embrionario, segmentos caulinares e segmentos de
folhas jovens clorofiladas. Os &pices caulinares n&o apresentaram

capacidade de resposta morfogenética in vitro.
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ABSTRACT

With the objective of studying the morphogenetic responses of
different cupuassu explants (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
Schum.) under diverse conditions of in vitro culture, several experiments
were conducted in laboratory. The material used was collected from
cupuassu plants at Embrapa Amazdnia Oriental, Belém-PA and the aseptic
seedlings were obtained from the in vitro conversion of mature cupuassu
zygotic embryos. The first experiment consisted in evaluating the effect of
two substrata: agar and vermiculite, both in presence and absence of MS
and %2 MS culture media, over the conversion of mature zygotic embryos in
to seedlings. Embryonic axes and cotyledon segments from mature embryos,
chlorophyllous young leaves, stem segments and stem apexes cultivated in a
MS medium supplemented with different types and concentrations of growth
regulators, were used to evaluate the morphogenetic capacity of explants.
The obtained results allowed to verify both the agar to 0,6% and the
vermiculite efficiency and unnecessary of the addition of MS and 2 MS
media to the conversion of zygotic embryos in to normal and vigorous
seedlings. 2,4-D (4,52; 6,78 and 9,05 uM) promoted the formation of friable
calluses in embryonic axes and TDZ (2,0 and 3,0 uM) induced a high
frequency of friable calluses and smaller oxidation in segments of young leaf.
2,4-D combined with KIN promoted the initiation of friable calluses and NAA
combined with KIN promoted the rhizogenesis in cotyledon segments. In the
presence of 2,4-D (2,26 uM) and KIN (13,94 uM) there was the formation of
friable calluses in stem segments. The addition of coconut water, 2iP and
NAA in the secondary medium stimulated the fast growth of calluses in
embryonic axis, stem segments, and chlorophyllous young leaf segments
cultures. The stem apexes did not present capacity of in vitro morphogenetic

responses.
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1. INTRODUCAO

Por ser uma planta alégama, a propagagao sexuada do cupuaguzeiro
(Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.) resulta em alto grau

de variabilidade, devido a segregagéo e a recombinagao génica.

As mudas produzidas s&o, na sua maioria, provenientes de sementes,
sem uma prévia sele¢do da planta matriz, ocasionando a formacgdo de
plantios com elevada variabilidade quanto a producéo e formato dos frutos,

arquitetura de copa, formato das folhas, entre outros (ALVES et al., 1998).

Plantios desuniformes associados a falta de material genético
melhorado tém sido apontados como os principais fatores que limitam a

expansao da cultura do cupuaguzeiro na Amazénia (SOUZA et al., 1992).

Para atender esta demanda, instituicbes de pesquisas, na regido
Norte, tém implementado programas de melhoramento com énfase a
selecdo de materiais com caracteristicas de alta producdo de frutos,
rendimento de polpa e resisténcia a vassoura-de-bruxa (Crinipellis

perniciosa), principal enfermidade da cultura.

Neste contexto, a cultura de tecidos, em especial a micropropagagao,
quando integrada a um programa de melhoramento, torna-se uma técnica
auxiliar muito valiosa, para clonagem, em curto prazo, de genotipos
superiores e para acelerar programas de melhoramento genético
(FERREIRA et al., 1998).

Esta técnica, também pode apresentar importancia em estudos de
bioss‘intese de polifendis e componentes de sabor e aroma de chocolate e
de resisténcia a doengas, como ja aplicado para o cacau (DIAS, 1995).

Os objetivos do presente trabalho foram estabelecer protocolos
basicos para a instalagdo de culturas viaveis de cupuaguzeiro e estudar as
respostas morfogenéticas de diferentes explantes de cupuaguzeiro

submetidos a vérias condi¢des de cultura in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados explantes de cupuaguzeiro excisados de plantulas
assépticas obtidas a partir da conversado in vitro de embribes zigéticos
maduros (segmentos caulinares, folhas jovens e apices caulinares) e de
plantas adultas oriundas da colegao de cupuaguzeiro da Embrapa Amazoénia
Oriental, Belém-PA (eixos embrionarios e cotilédones de embrides zigéticos
maduros). Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Recursos

Genéticos e Biotecnologia da Embrapa Amazoénia Oriental.

2.1. Cultura de embrides zigéticos de cupuaguzeiro

As sementes, provenientes de frutos maduros, foram despolpadas
manualmente com auxilio de tesoura, lavadas em agua corrente e imersas
em NaClO a 2 % por 24 horas. Apos a lavagem das sementes em agua
autoclavada e destilada, procedeu-se a excisao dos embrides com a retirada
do tegumento sob camara de fluxo laminar.

Os embrides zigoéticos foram desinfestados em camara de fluxo
laminar, com a imersao em alcool etilico a 70 % por um minuto e, em
seguida, em solugdo de NaClO a 2 % por 15 a 20 minutos sob agitagao e
lavados cinco vezes em agua destilada e autoclavada.

Testaram-se como substratos o 4gar e a vermiculita combinados com
a auséncia e a presenca de 30 mL de meio 2 MS e MS, suplementados com
3 % de sacarose. Os embrides zigoéticos foram inoculados em frascos de
vidro, com capacidade de 200 mL, contendo os seguintes tratamentos: 0,6 %
de agar; 0,6 % de agar + meio %2 MS; 0,6 % de agar + meio MS; vermiculita
+ agua destilada; vermiculita + meio %2 MS e vermiculita + meio MS,

totalizando 6 tratamentos.
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O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 e a vermiculita foi
previamente autoclavada por 30 minutos a 120°C. Todos os tratamentos
foram submetidos & esterilizacdo em autoclave a 120°C durante 15 minutos.

As culturas permaneceram em sala de crescimento com temperatura
variando de 26°C # 2, umidade relativa do ar média em torno de 70 % e
fotoperiodo de 16 horas de luz branca fria (52 pmol.m2s” de
irradiancia)/oito horas de escuro.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 3 (dois substratos e trés meios de cultura), com cinco
repeticdbes. Cada unidade experimental foi constituida de 10 frascos,
contendo um embrido zigotico cada.

Aos 45 dias da inoculagdo, as varidaveis analisadas foram a
percentagem de conversdao de embrides zigbéticos em plantulas, a
percentagem de plantulas anormais, os pesos da matéria fresca da parte
aérea (g), do sistema radicular (g) e dos cotilédones (g) e o comprimento da
parte aérea das plantulas (cm). As plantulas anormais foram consideradas
aquelas que apresentavam auséncia ou o crescimento da parte aérea e do

sistema radicular.

2.2. Capacidade morfogenética de explantes
2.2.1. Eixos embrionarios

Eixos embrionarios, excisados de embrides zigéticos de sementes
maduras de cupuacuzeiro, foram desinfestados conforme descrito
anteriormente. Em seguida, foram inoculados em tubos de ensaio contendo
10 mL de meio de cultura basico MS com 0,6 % de agar, 3 % de sacarose e
500 mg.L™" de caseina hidrolisada. Testaram-se os seguintes reguladores de
crescimento adicionados isoladamente aos meios de culturas: ANA (10,74,
21,48; 32,22 e 42,96 uM), 2,4-D (2,26; 4,52; 6,78 e 9,05 uM) e TDZ (1,0; 2,0;
3,0 e 4,0 uM).
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Nos primeiros 15 dias as culturas permaneceram em sala de
crescimento, nas mesmas condi¢des do experimento anterior, entretanto sob
fotoperiodo de 16 horas de luz branca fria indireta (6 pumol.m?2s™ de
irradidncia)/oito horas de escuro e, posteriormente, foram transferidas para
fotoperiodo de 16 horas de luz branca fria direta/oito horas no escuro.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 12 tratamentos e quatro repeticdes. Cada unidade experimental foi
constituida de cinco tubos de ensaio, contendo um explante cada.

Aos 30 dias de cultura, avaliaram-se o nimero de explantes com
respostas morfogenéticas e as percentagens de explantes com calo ndo

friavel e calo friavel.

2.2.2. Folhas jovens

Os segmentos de folhas jovens, excisados de plantulas assépticas de
cupuacguzeiro em camara de fluxo laminar, apresentavam-se com,
aproximadamente, 0,5-0,7 cm de comprimento e 0,5 cm de largura.

Os segmentos foram inoculados em frascos de vidro, com capacidade
de 200 mL, contendo 40 mL de meio de cultura basico MS com 0,6 % de
agar, 3 % de sacarose e 250 mg.L™" de acido ascérbico. Testaram-se quatro
concentragoes de TDZ (0; 1,0; 2,0 e 3,0 uM) combinadas com quatro de
2,4-D (0; 9,05; 18,10 e 27,15 uM), totalizando 16 tratamentos. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento nas mesmas condigbes do
experimento anterior.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 4 (quatro concentragbes de 2,4-D combinadas com
quatro de TDZ), com trés repeticbes. Cada unidade experimental foi
constituida de dez frascos, contendo um explante cada.

Aos 45 dias de cultura, avaliaram-se a percentagem de oxidagéo dos
explantes, o numero de explantes com respostas morfogenéticas e as

percentagens de explantes com calo nao friavel e calo friavel.



2.2.3. Segmentos cotiledonares

Os segmentos cotiledonares, excisados de embrides zigéticos de
frutos maduros de cupuaguzeiro em camara de fluxo laminar, foram
desinfestados conforme descrito anteriormente.

Os segmentos cotiledonares foram inoculados em frascos de vidro,
com capacidade de 200 mL, contendo 40 mL de meio de cultura basico MS
com 0,7 % de agar, 3 % de sacarose e 500 mg.L™" de caseina hidrolisada.
Testaram-se os seguintes reguladores de crescimento: KIN (11,61; 13,94;
16,26 e 18,59 uM) combinado com ANA (5,37 uM) ou 2,4-D (2,26 uM); e
ANA (10,74; 21,48; 32,22 e 42,96 pM) combinado com TDZ (3,0 e 4,0 uM).
As culturas permaneceram em sala de crescimento nas mesmas condiges
do experimento anterior.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 16 tratamentos e trés repeticdes. Cada unidade experimental foi
constituida de dez frascos contendo um explante cada.

Aos 60 dias de cultura, avaliaram-se o numero de explantes com
respostas morfogenéticas e as percentagens de explantes com calo nao

friavel, calo friavel e raizes.

2.2.4. Segmentos caulinares

Os segmentos caulinares, excisados de plantulas assépticas de
cupuacuzeiro em camara de fluxo laminar, apresenta\‘/am-se sem internédios
com, aproximadamente, 0,5 cm de comprimento.

Os segmentos caulinares foram inoculados em frascos de vidro, com
capacidade de 200 mL, contendo 40 mL de meio de cultura basico MS com
0,7 % de agar, 3 % de sacarose e 500 mg.L™" de caseina hidrolisada.
Testaram-se quatro concentragdes de KIN (11,61; 13,94; 16,26 e 18,59 uM)
combinadas com ANA (5,37 uM) ou 2,4-D (2,26 uM), totalizando oito




85

tratamentos. As culturas permaneceram em sala de crescimento nas
mesmas condi¢des do experimento anterior.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, com oito
tratamentos e trés repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida de
dez frascos, contendo um explante cada.

Aos 60 dias de cultura, avaliaram-se o numero de explantes com
respostas morfogenéticas e as percentagens de explantes com calo nio

friavel e calo friavel.

2.2.5. Apices caulinares

Os apices caulinares, excisados a partir de plantulas assépticas de
cupuaguzeiro em camara de fluxo laminar, apresentavam-se com 0,5 cm de
comprimento, com pelo menos um meristema apical e dois primoérdios
foliares.

Os 4apices caulinares foram inoculados em tubos de ensaio, sob
pontes de papel filtro, contendo 10 mL de meio de cultura basico MS liquido,
3 % de sacarose e 500 mg.L”" de caseina hidrolisada. Foram testadas duas
concentragoes de KIN (11,61 e 23,23 uM) combinadas com duas de ANA (0
e 0,54 uM). As culturas permaneceram em sala de crescimento nas mesmas
condicdes do experimento anterior.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 2 (duas concentragdes de KIN combinadas com duas
de ANA), com quatro tratamentos e cinco repetigé‘es. Cada unidade
experimental foi constituida de dez tubos de ensaio contendo um explante
cada.

Aos 90 dias de cultura, avaliaram-se o numero de explantes com

respostas morfogenéticas e a proliferagdo de brotos.
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2.3. Inducao de culturas embriogenéticas

As culturas de calos friaveis iniciadas a partir de segmentos
caulinares, foliares e de eixos embrionarios no meio primario ou indutor
foram repicadas para meio secundario com o objetivo de induzir a iniciagao
de estruturas pro-embriogenéticas e de embrides somaticos.

As culturas de calos foram inoculadas em erlenmeyers com
capacidade de 100 mL, contendo 40 mL de meio de cultura MS com 0,7 %
de agar e 2 % de glicose. Testaram-se os seguintes tratamentos: meio MS;
meio MS + agua de coco; meio MS + agua de coco + 2,69 uM de ANA + 2iP;
meio MS + agua de coco + 5,37 uM de ANA + 2iP; meio MS + agua de coco
+ 8,06 uM de ANA + 2iP e meio MS + agua de coco + 10,74 uM de ANA +
2iP. A agua de coco foi adicionada aos meios na concentracdo de 100 ml.L™
e o 2iP na concentracao de 12,30 uM.

As culturas permaneceram em sala de crescimento, sob fotoperiodo
de 16 horas de luz branca fria indireta/ oito horas de escuro.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com seis tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada unidade experimental
constituida de cinco frascos, contendo um explante cada.

Aos 30 dias de cultura, avaliaram-se as percentagens de oxidacao e
de culturas de calos com estruturas embriogenéticas e/ou embrides
somaticos. As avaliagcdes qualitativas consistiram da caracterizagao dos

estagios embriogenéticos e do comportamento das culturas.

2.4. Analises estatisticas

As variaveis foram submetidas a analise de variancia pelo teste F e as

médias foram comparadas pelo agrupamento de Scott & Knott (SCOTT &
KNOTT, 1974) em nivel de 1 % e 5 % de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cultura de embrides zigoéticos de cupuaguzeiro

Na primeira semana, apdés a inoculagdo, os cotilédones
apresentavam-se intumescidos e com coloragdo esverdeada. Aos sete dias
observou-se o langamento da radicula com rapido crescimento, e,
posteriormente, o desenvolvimento de raizes secundarias (Figura 9A). A
partir da terceira semana ocorreu a emergéncia do epicétilo e dos noés
cotiledonares, e a formagé@o do gancho epicotilar (Figura 9B). A elongagao
do gancho epicotilar e a formacao do primeiro par de folhas foram
verificados a partir da quarta semana apds a inoculagdo. As folhas
apresentavam-se cobertas com pélos e com coloragao roxo-avermelhada
(Figura 9C). Aos 45 dias, por ocasiao do encerramento do experimento, as
plantulas apresentavam o primeiro par de folhas com limbo bem
desenvolvido e de coloragdo esverdeada. Em todas as sementes inoculadas
nao houve a formagao de plantulas anormais. As fases descritas
anteriormente concordam com as observadas por VENTURIERI (1993),
entretanto devido a auséncia do tegumento e as condicbes ambientais
controladas, o desenvolvimento das plantulas in vitro foi mais rapido.

A anadlise de variancia detectou efeito significativo da interagéo
“substrato x meios de cultura” para o peso da matéria fresca da parte aérea
e dos cotiledones (P < 0,01) (Tabela 9). Nao foi observada interacao
significativa para a percentagem de conversdo de embrides zigéticos em
plantulas, peso da matéria fresca do sistema radicular e comprimento da
parte aérea (P > 0,05). Houve efeito significativo do substrato para a
percentagem de conversao de embrides zigéticos, e do substrato e do meio

de cultura para o peso da matéria fresca dos cotilédones e comprimento da

parte aérea (P <£0,01) (Tabela 9).
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FIGURA 9 - Desenvolvimento in vitro de embrides zigéticos de Theobroma
grandiflorum. A- langamento da radicula e desenvolvimento de
raizes secundarias; B- emergéncia do epicétilo e noés
cotiledonares e formacgao do gancho epicotilar; C- elongagao do
gancho epicotilar e emissao do primeiro par de folhas. Embrapa
Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2000.
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O meio agar 0,6 % promoveu maior percentagem de conversdo de
embrides zigoéticos (100 %), quando comparado com a vermiculita (83,33 %),
conforme a Tabela 10. Estes resultados discordam de LOPES (2000), que
obteve maiores percentagens de germinacdo em sementes de mogno
(Swietenia macrophylla) em vermiculita do que em meio MS + Aagar.
Provavelmente a incidéncia de 10 % de contaminagao, quando os explantes
foram inoculados em vermiculita, contribuiu para a menor emergéncia das

plantulas.

TABELA 9 - Resumo da analise de variancia para médias da percentagem
de conversao de embrides zigéticos (%CEZ), do peso da
matéria fresca da parte aérea (PMFPA), do sistema radicular
(PMFSR), dos cotilédones (PMFCO) e do comprimento da parte
aérea (CPA) de plantulas de Theobroma grandiflorum, em
funcao do tipo de substrato (SUB) e da auséncia ou presenca
de meio de cultura MS e 2 MS (MC). Embrapa Amazénia
Oriental, Belém, PA, 2000.

Quadrados Médios

Fontes de G.L. CEZ PMFPA PMFSR PMFCO CPA

Variagao (%) (9) (9) (9) (cm)
SUB 1 2083,33* 0,0790ns 0,2253ns 9,3856** 52,4041**
MC 2 33333ns 0,7189* 0,0883ns 2,5527** 33,3241**

SuBxMC 2  333,33ns 0,9963** 0,1959ns 0,3090ns 16,5115ns
Residuo 24 291,67 0,1360 0,1016 0,3449 5,0819

CV (%) 18,63 28,04 25,47 9,81 18,42

**-significativo em nivel de 1 % pelo teste F.
ns- nao significativo em nivel de 5 % pelo teste F.

As plantulas mantidas em vermiculita apresentaram maior peso da
matéria fresca da parte aérea, na auséncia de solu¢ao nutritiva (1,90 g). Os
embrides zigbticos inoculados em meio agar originaram plantulas mais
vigorosas, que apresentaram, em média, 13,56 cm de comprimento da parte
aérea. A adicdo de meio MS e 2 MS n&o induziu um aumento no
crescimento, em ambos os substratos (Tabela 10). A pressdo osmética € um

fator a ser considerado, uma vez que elevadas pressdes osmoticas reduzem
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o crescimento e afetam o metabolismo celular (NICKELL & MARETZKI;
PREMECZ et al; citados por CALDAS et al.,, 1998). Provavelmente a alta
concentracao de sais no meio de cultura, promoveu um aumento do
potencial osmético, consequentemente diminuindo o potencial hidrico, o que
pode ter influenciado o crescimento das plantulas.

Os cotilédones inoculados em agar e na auséncia de meio de cultura
MS e V2 MS, apresentaram maior acimulo de matéria fresca (Tabela 10).

Considerando que os cotilédones tém a funcdo de armazenar
substancias de reservas até a plantula tornar-se autotréfica, a presenga de
solugao nutritiva no meio externo torna-se dispensavel para o crescimento
inicial de plantulas cultivadas in vitro.

Apesar de CALDAS et al. (1998) ressaltarem que a vermiculita
umedecida com solugao nutritiva favorece a formacao de raizes pelo maior
grau de aeracao, nao foram verificadas diferencas significativas entre os
substratos sobre o peso da matéria fresca do sistema radicular (P > 0,05).
Entretanto, verificou-se que os cotilédones mantidos em agar, na auséncia
de sais, apresentaram maior acumulo de matéria fresca.

Observou-se o0 melhor desempenho das plantulas cultivadas em agar
0,6%, na auséncia de solugao nutritiva, entretanto a vermiculita podera ser
utiizada na obtencao de plantulas assépticas de cupuaguzeiro por

apresentar um menor custo.
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TABELA 10 - Médias da percentagem de conversao de embrides zigbticos
(%CEZ) em plantulas aos 10 dias de cultura, do peso da
matéria fresca da parte aérea (PMFPA), do sistema radicular
(PMFSR), dos cotilédones (PMFCO) e do comprimento da
parte aérea (CPA) de plantulas de Theobroma grandiflorum
aos 45 dias de cultura, em fung¢ao do tipo de substrato e da
auséncia ou presenca de meio de cultura MS e % MS.
Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2000.

% CEZ Médias
Auséncia de MS Y2 MS MS
Agar 0,6 % 100,00 100,00 100,00 100,00a
Vermiculita 90,00 90,00 70,00 83,33b
Médias 95,0 95,0 85,0
PMFPA (g) Médias
Auséncia de MS 2 MS MS
Agar 0,6 % 1,31Ab 1,58Aa 1,20Aa 1.37
Vermiculita 1,90Aa 0,93Bb 0,96Ba 1,26
Médias 1,61 1,26 1,08
PMFSR (g) Médias
Auséncia de MS 2 MS MS
Agar 0,6 % 1,14 1,25 1.0 1,33
Vermiculita 1,58 1,13 1,30 1,17
Médias 1,36 1,19 1,20
PMFCO (g) Médias
Auséncia de MS 2 MS MS
Agar 0,6 % 7,00 6,15 6,71 6,62a
Vermiculita 6,22 5.07 5 23 5516
Médias 6,61A 5,61B 5,97B
CPA (cm) Médias
Auséncia de MS 2 MS MS |
Agar 0,6 % 14,03 14,45 12,20 13,56a
Vermiculita 14,25 9,70 8,80 10,92b
Médias 14,14A 12,08AB 10,50B

Médias seguidas por letras minusculas, na coluna, e por letras mailsculas, na linha,
nao diferem, estatisticamente entre si, em nivel de 5 % pelo agrupamento Scott &
Knott.
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3.2. Capacidade morfogenética de explantes

3.2.1. Eixos embrionarios

Observaram-se diferentes respostas morfogenéticas de eixos
embrionarios de cupuaguzeiro cultivados in vitro em fungdo dos reguladores

de crescimento adicionados ao meio basico MS (Tabela 11).

TABELA 11 - Respostas morfogenéticas de eixos embrionarios de
Theobroma grandiflorum, cultivados em meio MS
suplementado com diferentes concentracdes de ANA, TDZ
e 2,4-D, aos 30 dias de cultura. Embrapa Amazoénia
Oriental, Belém, PA, 2000.

Reguladores de N° de % de explantes % de explantes
crescimento explantes com com calo com calo

(uM) resposta nao friavel ? friavel ?
ANA
10,74 12 100,0 0
21,48 6 100,0 0
32,22 10 100,0 0
42,96 0 0 0
TDZ

1,0 13 100,0 0

2,0 17 ©100,0 0

3,0 17 100,0 0

4,0 13 100,0 0
2,4-D

2,26 20 30,0 70,0
4,52 20 0 100,0
6,78 20 10,0 90,0
8.06 20 0 100,0

T com calo n3o friavel e/ou calo friavel sobre um total de 20 explantes.
29, sobre o total de explantes com resposta morfogenética.
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FIGURA 10 - Calogénese em eixo embrionario de Theobroma grandiflorum
aos 20 dias de cultura. A- iniciacao de calo ndo friavel em meio
MS suplementado com ANA (19X); B- iniciagao de calo friavel
em meio MS suplementado com 2,4-D (19X). Embrapa
Amazoénia Oriental, Belém, PA, 2000.
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Nos eixos embrionarios cultivados em meio com ANA, foi verificada,
aos 20 dias, a formagao de calo branco-transltcido de aspecto esponjoso e
nao friavel cobrindo a superficie do explante, ndo sendo observada a
iniciacao de calos friaveis e de estruturas pré-embriogénicas até os 120 dias
de cultura (Figura 10A). Explantes cultivados em meio suplementado com
TDZ apresentaram o mesmo padréo de resposta morfogenética (Tabela 11).
Entretanto, na presencga de 2,4-D, apds a formagao do calo de aspecto nao
friavel aos 25 dias de cultura, foi observada a iniciagdo e o crescimento de
calo com aspecto friavel em toda a superficie dos explantes (Figura 10B).

Foram detectadas diferencas significativas entre as concentracdes de
2,4-D para a percentagem de explantes com calos friaveis (P < 0,01). As
maiores frequéncias de calos friaveis foram verificadas aos 30 dias, em meio
suplementado com 4,52; 6,78 e 9,05 uM de 2,4-D (Figura 11). A iniciagéo e o
crescimento de calos em meio com menor concentracao de 2,4-D (2,26 uM)

foram mais lentos.

120

100a 100a

% de explantes com calo friavel

2,26 4,52 6,78 . 9,05
niveis de 2,4-D (M)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, estatisticamente entre si, em nivel
de 1% pelo agrupamento de Scott & Knott. CV= 19,64 %

FIGURA 11 - Percentagem de eixos embrionarios de Theobroma
grandiflorum com calo friavel em meio MS sob diferentes
concentracdes de 2,4-D aos 30 de cultura. Embrapa
Amazonia Oriental, Belém, PA, 2000.
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3.2.2. Folhas jovens

Verifica-se na Tabela 12, diferentes respostas morfogenéticas em
funcao das concentragdes e reguladores de crescimento testados, em
segmentos de folhas jovens clorofiladas de cupuacuzeiro cultivados in vitro.

De modo geral, os segmentos de folhas jovens apresentaram o
mesmo padrdo de calogénese dos eixos embrionarios. Foi observada a
formagao de calo branco-translicido de aspecto esponjoso e néo fridavel, aos
15 dias de cultura, com crescimento muito lento, na borda e nas nervuras
centrais e secundarias dos segmentos de folhas e auséncia de calos friaveis
na maioria dos tratamentos testados (Figura 12A).

Na presenca isolada de 1,0; 2,0 e 3,0 uM de TDZ, apdés a formacgao de
calo de aspecto néo friavel aos 15 dias de cultura, foi verificada a iniciagao e
o rapido crescimento de calo friavel de coloracao clara em toda a superficie
abaxial e adaxial dos explantes (Figura 12B). Foram detectadas diferengas
significativas entre as concentragbes de TDZ para a percentagem de
explantes com calos friaveis (P < 0,01). As concentragdes de 2 e 3 uM de
TDZ induziram as maiores frequéncias de explantes com calos friaveis aos
45 dias de cultura (Figura 13).

Provavelmente a formacao de calos friaveis em explantes foliares de
cupuacu, possa ser dependente da presenca de citocininas. Segundo LU
(1993) o TDZ estimula a divisao celular e, consequentemente, o crescimento
de calos dependentes de citocininas em algumas espécies. Segundo MOK
et al. (1987), o efeito do TDZ in vitro pode ser devido a sua atuagéo direta no
sitio de acao das citocininas ou a sua inﬂuéncia{ na biossintese e
metabolismo das citocininas enddgenas. Entretanto, algumas evidéncias
indicam que o TDZ possa ter atividade auxinica ou estar envolvido no

metabolismo de auxinas, conforme relatado por LU (1993).
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TABELA 12 - Percentagem de oxidagao e respostas morfogenéticas de
segmentos de folhas jovens de Theobroma grandiflorum,
cultivados em meio MS suplementado com diferentes
concentragdes de TDZ e 2,4-D, aos 45 dias de cultura.

Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2000.

Reguladores de % de N° de % de % de
crescimento  oxidagao explantes explantes explantes
(uM) com com calo com calo
resposta’ nio friavel 2 friavel 2
TDZ 2,4-D
0 0 14,81 0 0 0
0 9,05 37,04 3 100,0 0
0 18,10 33,33 8 100,0 0
0 2715 33,93 10 100,0 0
1,0 0 6,67 13 84,6 15,4
1,0 9,05 20,00 9 100,0 0
1,0 18,10 33,33 12 100,0 0
1,0 27,15 50,00 10 100,0 0
2,0 0 3.33 27 30,8 69,2
2,0 9,05 60,00 0 0 0
2,0 18,10 66,67 0 0 0
2,0 27,18 76,67 100,0 0
3,0 0 3,33 26 50,0 50,0
3,0 9,05 60,00 5 100,0 0
3,0 18,10 76,67 5 100,0 0
3,0 27,15 90,00 0 0 0

T com calo nao friavel e/ou calo fridvel sobre um total de 30 explantes.
29, sobre o total de explantes com resposta morfogenética.
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A)

FIGURA 12 - Calogénese em explante foliar de Theobroma grandiflorum em
meio MS suplementado com TDZ. A- formag¢ao de calo nao
friavel aos 20 dias de cultura (19X); B- formacéao de calo friavel
aos 45 dias de cultura (19X). Embrapa Amazodnia Oriental,
Belém, PA, 2000.
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FIGURA 13 - Percentagem de explantes foliares de Theobroma grandiflorum
com calo friavel sob diferentes concentragcdes de TDZ aos 45
dias de cultura. Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2000.

A auséncia de iniciagcao de calos friaveis nos demais tratamentos
também pode estar relacionada com a alta oxidagdo observada nos
explantes foliares. A rapida oxidagcao dos explantes, a partir de 15 dias de
cultura, pode ter afetado a formacao de calos fridveis, apds a iniciacao de
calos nao friaveis. Esta hipétese é reforcada pelo fato de que nos explantes
inoculados em meio de cultura com 1,0; 20 e 3,0 uM de TDZ, a
percentagem de oxidagao foi de 6,7; 3,33 e 3,33 %, respectivamente.
Entretanto quando o TDZ foi combinado com o 2,4-D a percentagem de
oxidacao variou de 14,81 a 90,0 % (Tabela 12). Resultados semelhantes
foram obtidos por FLORES (1999), que observou menor oxidagcao de calos
em explantes foliares de Fragaria x ananassa Duch. em meio suplementado
com TDZ. Conforme relatado por MOK et al. (1987), o TDZ é resistente as
oxidases, estavel e biologicamente ativo em concentragcbes menores que as
citocininas tipo adenina.

Altos indices de oxidagdo (77,4 %, em média) e baixa eficiéncia na

formagédo de calos (17,5 %, em média) foram verificados por RODRIGUES
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(2000), em discos foliares de Theobroma grandiflorum cultivados em meio

suplementado com 4,52 uM de 2,4-D.

3.2.3. Segmentos cotiledonares

Verifica-se na Tabela 13, que a combinagdo de ANA e KIN, nas
concentracdes testadas, foi bastante favoravel a indugéo da rizogénese em
segmentos cotiledonares. PENCE et al. (1979) observaram o crescimento
organizado de raizes a partir de cotilédones de Theobroma cacao L., em
meio MS suplementado com 20 mg.L™" de ANA. A rizogénese é induzida
pela presenca de auxina isolada ou em combinagdo com uma citocinina em
baixa concentracdao (FLICK et al., 1983). Entretanto, a sensibilidade das
células a um determinado horménio vegetal esta relacionada com o nimero
de receptores e com a atuagao de um horménio sobre outro, o que pode
aumentar ou inibir a resposta (FIRN, 1986), além do estagio de
desenvolvimento, tipo de explante e condigdes fisiolégicas do mesmo.

Nos tratamentos constituidos da combinacdo de ANA com TDZ
(Tabela 13), as respostas morfogenéticas limitaram-se a formagao de calo
de aspecto esponjoso e nao friavel em toda a superficie dos explantes aos
25 dias de cultura (Figura 14A). Em contrapartida, quando o 2,4-D foi
combinado com KIN, apods a iniciagao de calo nao friavel, houve a formacao
e o rapido crescimento de calo friavel em toda a superficie dos segmentos
cotiledonares e, em menor frequéncia, a iniciagao de raizes (Figura 14B).

Os calos friaveis apresentaram um rapido escurécimento, apesar de
manterem uma alta taxa de crescimento até os 150 dias de cultura, ndo
sendo verificada a iniciagdo de estruturas pré-embriogenéticas. A oxidagao e
o crescimento excessivo de calos oriundos de cotilédones de Theobroma
cacao L., tém sido reportados como o0s principais problemas no
desenvolvimento, maturagdo e conversdo de embrides somaticos
(BERTHOULY & ESKES, 1995).



TABELA 13 - Respostas morfogenéticas de segmentos cotiledonares de

Theobroma  grandiflorum, cultivados em meio MS
suplementado com diferentes concentracoes e combinagdes
de reguladores de crescimento, aos 60 dias de cultura.
Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, 2000.

Reguladores de N° de % de % de % de
crescimento explantes explantes explantes explantes
(nM) com comcalo com calo com raizes ?
resposta’ nao friavel >  friavel®
ANA KIN
B.3F 11,61 14 0 0 100,0
837 13,94 17 0 0 100,0
5.37 16,26 10 0 0 100,0
837 18,58 6 0 0 100,0
2,4-D KIN
2,26 11,61 10 30,0 70,0 0
2,26 13,94 13 15,4 84,6 9,0
2,26 16,26 20 0 100,0 2i.r
2,26 18,58 15 0 T2 33,3
ANA TDZ
10,74 3,0 20 100,0 0 0
21,48 3,0 18 100,0 0 0
82,22 3,0 12 100,0 0 0
42,89 3,0 20 100,0 0 0
ANA TDZ
10,74 4,0 15 100,0 0 0
21,48 3.0 13 100,0 0 0
32,22 3,0 16 100,0 0 0
42,89 ) ¥ 100,0 0 0

T com calo nao friavel e/ou calo friavel e/ou raizes sobre um total de 30 explantes.
2 94, sobre o total de explantes com resposta morfogenética.
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Conforme relatado por PIOUS & RAVINDRA (1997), o maior problema
na iniciacdo de culturas lenhosas é a presenca de compostos fendlicos que
estao ligados ao processo de regulagdo do crescimento, especialmente as
auxinas, que dependendo da concentragcdo enddgena no explante, resulta
na indugdo da sintese desses compostos.

Nao foram detectadas diferengcas significativas entre as

concentracdes de KIN combinadas com 2,26 uyM de 2,4-D quanto a

percentagem de explantes com calos friaveis (P > 0,05). NDOUMOU et al.
(1997), trabalhando com cotilédones de Theobroma cacao, observaram o
rapido crescimento de calos em meio %2 MS suplementado com 2,4-D e KIN.
RODRIGUES (2000) reporta que em cotilédones de Theobroma grandiflorum
a formagao de calos foi induzida na presenca de altas concentragées de 2,4-
D (22,62 e 31,67 uM).
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FIGURA 14 - Calogénese em segmento cotiledonar de Theobroma
grandiflorum. A- formagao de calo n&o friavel em meio MS
suplementado com ANA e KIN aos 25 dias de cultura (19X);
B- formacao de calo friavel em meio MS suplementado com
24-D e KIN aos 60 dias de cultura (19X). Embrapa
Amazobnia Oriental, Belém, PA, 2000.
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3.2.4. Segmentos caulinares

N&o foram observadas, em nenhum dos tratamentos, a proliferacéo
de brotos e a indugao de rizogénese a partir dos segmentos caulinares de
cupuacguzeiro. As respostas morfogenéticas limitaram-se a calogénese
(Tabela 14).

A combinacdo de ANA ou 2,4-D com KIN, nas concentragbes
testadas, promoveu a indugao de calos com coloragédo branco-transltcida de
aspecto esponjoso e ndo friavel nos explantes aos 30 dias de cultura (Figura
15A). Verifica-se na Tabela 14, que o tratamento constituido de 2,26 uM de
2,4-D combinado com 13,94 uM de KIN foi o Gnico a induzir a formagdo de
calos friaveis, entretanto com crescimento muito lento e rapido

escurecimento (Figura 15B).

TABELA 14 - Respostas morfogenéticas de segmentos caulinares de
Theobroma  grandiflorum, cultivados em meio MS
suplementado com diferentes concentragdes e combinagdes
de reguladores de crescimento, aos 60 dias de
cultura.Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, 2000.

Reguladores de N° de % de explantes % de
crescimento explantes com calo explantes com
(uM) com nao friavel ? calo friavel?
resposta ’
ANA KIN
5.37 11,61 16 100,0 0
53T 13,94 2 100,0 0
5.37 16,26 4 100,0 0
537 18,58 3 100,0 0
2,4-D KIN
2,26 11,61 T 100,0 0
2,26 13,94 8 S5 62,5
2,26 16,26 11 100,0 0
2,26 18,58 3 100,0 0

T com calo nao fridvel e/ou calo friavel e/ou raizes sobre um total de 30 explantes.

2 o, sobre o total de explantes com resposta morfogenética.
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A)

B)

FIGURA 15 - Calogénese em segmento caulinar de Theobroma grandiflorum
em meio MS suplementado com ANA ou 2,4-D combinados
com KIN. A- formagao de calo nao friavel aos 30 dias de cultura
(19X); B- formacao de calo friavel aos 60 dias de cultura (15X).
Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, PA, 2000.
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Resultados semelhantes foram obtidos por HALL & COLLIN (1974),
que observaram apenas a formagao de calos sem regeneracao de plantulas
em segmentos de ramos ortotropicos de Theobroma cacao L. RODRIGUES
(2000) nao verificou a formagdao de calos em segmentos nodais de
Theobroma grandiflorum em meio suplementado com diferentes
concentragoes de 2,4-D. Segundo DUFOUR et al. (1985), o desenvolvimento
desorganizado de calos em segmentos caulinares de Theobroma cacao L.,
cultivados em meios para a proliferagdo de brotos, pode ser devido a fatores
endogenos ou ao equilibrio gasoso inadequado.

Este explante apresentou capacidade limitada de respostas

morfogenéticas in vitro nas condi¢cdes do presente estudo.

3.2.5. Apices caulinares

N&o foram verificados o crescimento do meristema apical, a
proliferacao de brotos e a formagédo de calos em nenhum dos tratamentos
testados. Observou-se apenas a expansao dos primoérdios foliares, e, alguns
apices, que apresentaram um reduzido crescimento.

Estes resultados concordam com RODRIGUES (2000) que néo
observou a formacao de calos em apices caulinares de Theobroma
grandiflorum e, em parte, com PASSEY & JONES (1983) que detectaram
apenas a proliferagdo de alguns brotos com desenvolvimento reduzido a
partir de &pices caulinares de Theobroma cacao L. Entretanto, ADU-
AMPOMAH et al. (1992), utilizando meristemas apicais de plantulas jovens
de Theobroma cacao L., obtiveram a elongagao nodal e o crescimento de
varios brotos em meio liguido MS suplementado com 1 puM de ZEA
combinado com ANA e GAs;.

Apesar deste explante ndo ter apresentado respostas morfogenéticas
no presente trabalho, ele apresenta potencial para a capacidade

morfogenética in vitro, tendo em vista a sua condigdo meristematica.
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Estudos devem ser conduzidos para a obtencdo de resultados mais

promissores.

3.3. Inducao de culturas embriogenéticas

Nao foi observada, até os 120 dias de inoculacdo, a indugao de calos
embriogénicos nos diferentes tratamentos testados. Entretanto, aos 10 dias
de cultura, verificou-se o rapido crescimento dos calos com aspecto friavel e
de coloragao verde clara.

Nas culturas iniciadas a partir de eixos embrionarios houve maior
percentagem de progressao dos calos, nos diferentes tratamentos testados,
quando comparados com segmentos caulinares e de folhas jovens (Tabela
15).

TABELA 15 - Respostas morfogenéticas de calos friaveis iniciados em meio
primario a partir de eixos embrionarios (EE), segmentos de
folhas jovens (SFJ) e segmentos caulinares (SC) de
Theobroma grandiflorum, cultivados em meio secundario MS
suplementado com &agua de coco (AC); 2iP e diferentes
concentragoes de ANA, aos 30 dias de cultura. Embrapa
Amazonia Oriental, Belem, PA, 2000.

Tratamentos EE SFJ SC
% de explantes com calo
friavel
MS 0 R 0
MS + AC 265 0 0
MS + AC + 2,69 uM ANA + 12,30 uM 2iP 50,0 375 0
MS + AC + 5,37 uM ANA + 12,30 uM 2iP 62,0 33.3 0
MS + AC + 8,06 uM ANA + 12,30 uM 2iP 44 .4 12,5 0

MS + AC + 10,74 uM ANA + 12,30 uM 2IP 43,0 0 3

o
3




107

Nao foi observado o crescimento dos calos fridveis em meio MS na
auséncia de agua de coco e de reguladores de crescimento, ocorrendo um
rapido escurecimento das culturas. Em contrapartida, nos eixos
embrionarios, na presenca de agua de coco, houve a progressao dos calos,
sendo potencializada em meio suplementado com ANA e 2iP (Tabela 15).
Resultados semelhantes foram obtidos por PENCE et al. (1979), que
observaram o aumento do crescimento de calos de Theobroma cacao L. em
meio MS suplementado com 10 % de agua de coco. O efeito estimulatério
da agua de coco pode ser explicado pelo fato deste aditivo ser rico em
glicose e frutose, sais minerais, mio-inositol, citocininas, bem como
nucleotideos e outros compostos organicos (TULECKE et al., citados por
ELHAG et al., 1987; FERREIRA et al., 1998).

Para os eixos embrionarios, apesar de nao terem sido detectadas
diferencas significativas entre as concentragdes de ANA (P > 0,05), uma
maior percentagem de formacdo de calos fridveis foi observada com
5,37 aM de ANA (62 %), havendo uma tendéncia a redugao na formagao de
calos com o aumento da concentracao de ANA (Tabela 15). Em geral, o
aumento das concentragdes de auxinas promove um aumento na
percentagem de calos friaveis, enquanto que, em concentragdes mais
baixas, observa-se maior frequéncia de calos compactos (BROWN &
CHARLWOOD, 1990). Provavelmente a presenca de altos niveis endégenos
de auxinas nos explantes, associada a presenca de altas concentracdes de
ANA no meio de cultura, pode ter comprometido o crescimento de calos
friaveis.

Diversos trabalhos tém demonstrado a Capacidade de inducao de
embriogénese somatica a partir de diversos explantes em meio de cultura
suplementado com agua de coco. JANICK & WHIPKEY (1988) alcangaram a
producéo de calos embriogénicos a partir de embrides zigéticos imaturos de
Theobroma grandiflorum cultivados em meio MS suplementado com 10 % de
agua de coco e 1 mg.L™" de 2,4-D. LI et al. (1998) e MARBACH & TEIXEIRA
(1999) observaram a regeneracao de plantulas de Theobroma cacao, a partir

de calos embriogénicos induzidos de estamindides cultivados em meio DKW
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suplementado com 2 mg.L™" de 2,4-D e 22,7 nM de TDZ e com 2 mg.L™" de
2,4-D e 5 % de agua de coco, respectivamente.

A auséncia de indugao de calos embriogénicos observada nas
culturas pode estar relacionada com diversos fatores como tipo e o estadio
de desenvolvimento dos explantes, meio de -cultura, reguladores de
crescimento e outros. O estadio de fisiolégico do explante € um fator
importante, conforme relatado por GUERRA et al. (1999) e esta relacionado
com o numero de receptores das células responsivas para os reguladores de

crescimento presentes no meio de cultura.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, nas condigdes

em que foi desenvolvido, pode-se concluir que:

O &gar a 0,6 % e a vermiculita sdo substratos eficientes para a
conversao de embrides zigbéticos de Theobroma grandiflorum e a
adicao de meio de cultura MS e %2 MS é desnecessaria para a

conversao de embrides zigéticos em plantulas;

A ativagcdo de uma resposta morfogenética in vitro, em especial a
calogénese, em Theobroma grandiflorum é dependente do tipo e
estadio fisioldogico do explante e do tipo e concentracdo de

regulador de crescimento no meio de cultura;

O 2,4-D promove a formacdo de calos friaveis em eixos
embrionarios e o TDZ induz alta frequéncia de calos friaveis e

menor oxidagao em segmentos de folhas jovens;

A combinacao de 2,4-D e KIN no meio de cultura promove a
formacgao de calos friaveis e de ANA e KIN induz a rizogénese em
segmentos cotiledonares. A combinagéo de 2,4-D e KIN promove

a formacao de calos friaveis em segmentos caulinares;

A adigdo de agua de coco, 2iP e ANA no meio secundario estimula
o rapido crescimento de calos friaveis em culturas de eixo
embrionario de segmento caulinar e de segmentos de folhas

jovens, mas nao induz culturas embriogenéticas.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstram o potencial do emprego da técnica
de cultura de tecidos para a micropropagacao de Euterpe oleracea Mart. e
Theobroma grandiflorum, e em programas de melhoramento genético.

A expressao de um modelo de embriogénese somatica direta,
repetitiva e nao sincronizada, em embrides zigéticos maduros, apresenta-se
como um resultado com alcance potencial para a micropropagacao, resgate
de embrides interespecificos, obtencao de linhagens e conservagao in vitro
do agaizeiro, dentre outras aplicagcoes. Ressalta-se também a contribuicdo
no avango do conhecimento da morfogénese vegetal em palmeiras,
principalmente quanto a competéncia e a determinacao celular, bem como
dos fatores associados a ativagdo e controle de um modelo de
embriogénese somatica.

No entanto, alguns estudos sao necessarios para o encurtamento do
periodo de conversao dos embrides somaticos, para a sincronizagdo do
processo embriogenético e para aclimatagao das plantas regeneradas.
Abordagens experimentais futuras com a utilizagdo de embrides zigdticos
imaturos e segmentos de raquilas também deveréao ser consideradas.

A capacidade apresentada por diversos explantes de cupuaguzeiro
em formar calos, em meio suplementado com diversos reguladores de
crescimento e aditivos, preconiza um estudo mais aprofundado, como a
avaliacdo do estadio fisiolégico e dos niveis enddgenos de fitormdnios nos

explantes, para melhor controle da expressao morfogenética in vitro.
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