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RESUMO

O dendezeiro (Elaeis guineensis jacq) se constitui numa das principais espécies para o
cultivo em &reas devastadas. Apresenta como principal fator limitante da expansdo do
cultivo no Para, a doenca conhecida como amarelecimento fatal associada as
dificuldades de aquisicdo de sementes de hibridos. Dentro do programa de
melhoramento genético a hibridacdo interespecifica entre as duas espécies principais,
Elaeis guineensis e E. oleifera tem gerado hibridos com resisténcia ao AF, porém a
germinacdo das sementes € baixa, alcancando apenas cerca de 30%. O objetivo deste
trabalho foi estabelecer a germinacédo in vitro de hibridos de dendezeiro por meio da
identificacdo de condi¢bes de cultivo mais adequadas para conversdo de embrides
zigbticos em plantas provenientes de sementes de trés de hibridos de dendé. Foram
inoculados cinco embrides por frasco em quatro meios de cultura diferentes, e avaliados
respostas quanto a germinacdo e formacdo de plantas, e os dados foram submetidos a
analise de variancia e teste de comparacdo de média de Tukey a 5 % de probabilidade
utilizando o software SISVAR 5.2. O hibrido CN 470 apresentou melhores resultados em nas
variaveis analisadas, sendo o meio composto por MS + NaH,PO, 0,17g.L™ + CA o mais
adequado para a conversdo de embrifes zigéticos em plantulas, onde observou se que ha
grande influéncia do gendtipo na germinacdo in vitro. E possivel a formac&o,em trés meses,
de pléantulas completas e normais a partir da germinacgdo in vitro de embriGes zig6ticos de
sementes hibridas de dendezeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Elaeis guineensis e E. oleifera, hibridacdo interespecifica,

cultura de embrido, melhoramento genético, amarelecimento fatal;.



ABSTRACT

The Oil palm (Elaeis guineensis jacq) if constitutes one of the main species for
cultivation in deforested areas, it reduces the environmental impact when fully
established, protects the soil against erosion and provides a significant level of “carbon
sequestration”, besides the possibility of holding long term, around 20 to 25 years, with
high potential for oil production (from 4400 to 6600 liters per ha), and basically
propagated by seeds. Presents the main factor limiting the expansion of cultivation in
Para, the disease known as fatal yellowing of the difficulties associated with the
purchase of hybrid seeds. Within the breeding program of interspecific hybridization
between the two main species, Elaeis guineensis and E. oleifera has generated hybrids
with resistance, but seed germination is low, reaching about 30%, the objective was to
establish the in vitro germination of different hybrids through the identification of
culture conditions more suitable for the conversion of zygotic embryos in plants from
seeds of three varieties of oil palm hybrids. Five embryos were inoculated per bottle in
four different culture media, and evaluated responses for seed germination and seedling
plants, and data were submitted to the analysis of variance and comparison tests of
Tukey test at 5% probability using the software SISVAR 5.2. Variety CN 470 achieved
better results in all aspects analyzed, and the medium consisting of MS + NaH2PO4
0.17 g L-1 + CA the most suitable for the conversion of zygotic embryos on seedlings,
where he observed that there is great influence of genotype on in vitro germination. the
presence of 0.17 gL-1 of NaH2PO4 proved crucial in the process of seedling used in
any medium, it is possible to form in three months and normal complete plantlets from
in vitro germination of zygotic embryos of hybrid seed palm.
KEYWORDS:, Elaeis guineensis and E. oleifera, interspecific hybridization, embryo

culture, breeding, yellowing gret.
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CONVERSAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE H|’B|3|Dos DE
DENDEZEIRO (ELAIS GUINEENSIS X E.OLEIFERA) EM PLANTULAS.

2. Introducéo

O dendezeiro (Elaeis guineensis jacq) é uma arecaceae, originaria da Africa,
cuja dispersdo ocorreu a partir do século XV, com o comercio de escravos (MULLER,
1992).0 dendezeiro consta dos relatos dos primeiros navegadores, como parte
integrante da paisagem e da cultura popular da Africa, desde o século XV. O éleo de
palma tem sido utilizado pelo homem desde a época dos farads egipcios.

Os primeiros plantios industriais de dendezeiros datam do inicio do século
passado. A Africa contava, em 1939, com apenas 14.000 hectares de plantacdes
comerciais, enquanto que, desde 1935, os paises do sudeste asiatico (Malasia e
Indonésia) ja eram os primeiros exportadores mundiais de 6leo de palma. No Brasil foi
introduzido por escravos em 1670, dando origem ao dendezais subespontaneos que
ocorrem na zona litoranea da Bahia. Na regido Norte, a sua introducdo aconteceu em
1951, através do antigo Instituto Agronémico do Norte - I1AN (hoje
EMBRAPA./CPATU) que importou algumas linhagens do Institut de Recherches pour
les Huilles et Oleagineux (IRHO/Franga), para avaliar o desempenho dessa cultura nas
condicdes edafocliméaticas da Amazénia Brasileira.O objetivo do trabalho foi selecionar
o melhor hibrido e 0 meio de cultura mais adequado para regeneracdo in vitro de

plantulas de hibridos de dendezeiro.

3. Revisdo de literatura

3.1. Histoérico

O dendezeiro (Elaeis guineensis jacq) € uma palmeira originaria da Costa
Ocidental da Africa (Golfo da Guiné), originalmente identificado por Jacquin em 1763
ao observar dendezeiros introduzidos na Martinica, oriundos do Oeste Africano, de

onde acabou herdando a denominagéo guineensis, segundo Purseglove (1972).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Palmeira
http://pt.wikipedia.org/wiki/África
http://pt.wikipedia.org/wiki/Golfo_da_Guiné
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Pertencente a familia Arecaceae, normalmente cultivada em regides tropicais

umidas na Africa, Asia e América, onde é também conhecido como palmeira-de-6leo-
africana, avora, palma-de-guiné, palma, dendem (em Angola), palmeira-dendém ou
coqueiro-de-dendé. E considerada a segunda mais importante fonte de Gleo vegetal
(Henderson & Osborne, 2000; Wahid et al., 2004), e foi introduzida no Brasil no
século XVII via comércio dos escravos (Muller et al.,1992).

O fruto do dendé produz dois tipos de 0leo: o 6leo de dendé ou de palma (palm
oil, como é conhecido no mercado internacional), extraido da parte externa do fruto, o
mesocarpo; e o dleo de palmiste (palm kernel oil), extraido da semente, similar ao éleo
de coco e de babacu. Inicia a sua producdo no terceiro ano, podendo a exploragdo se
estender até os trinta anos, sendo considerada a oleaginosa de maior produtividade com
trés a oito toneladas de 6leo ha' ano™, produzindo durante o ano todo. Segundo
Pandolfo (1981), pode-se extrair até 22% de Oleo de polpa e até 3,5% de oOleo de
améndoa sobre o peso do cacho.

Os primeiros plantios industriais de dendezeiros datam do inicio do século
passado. A Africa contava, em 1939, com apenas 14.000 hectares de plantacdes
comerciais, enquanto que, desde 1935, os paises do sudeste asiatico (Malasia e
Indonésia) ja eram os primeiros exportadores mundiais de 6leo de palma. No Brasil, as
primeiras plantacdes industriais de dendezeiro sdo do inicio da década de 1960, na
Bahia, e logo apds, no Para.

Na regido Norte, a introducdo aconteceu em 1951 através do antigo Instituto
Agrondmico do Norte - IAN (atualmente Embrapa Amazonia Oriental) que importou
algumas linhagens do Instituto de Recherches pour les Huilles et Oleagineux
(IRHO/Franga), para avaliar o desempenho dessa cultura nas condi¢fes edafoclimaticas
da Amazonia Brasileira.

Na regido amazénica ocorre o caiaué (Elaeis oleifera, Cortés), ou o dendé
nativo, que se estende as zonas tropicais do Norte da América do Sul e na América
Central. Esta espécie produz pouco 06leo, mas tem sido importante na hibridacdo com E.
guineensis, na obtencdo de cruzamentos resistentes a determinadas doengas (Veiga, et
al., 2005). Ambos tém diversos usos, seja na alimentacdo humana e animal, ou em
finalidades ndo comestiveis (ISAE/FGV, 2003). Segundo o Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica- IBGE, em 2005 (dados mais novos) o Brasil possuia uma area


http://pt.wikipedia.org/wiki/Angola
http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Século_XVII
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plantada de dendé equivalente a 88 mil hectares, os quais forneceram 903 mil

toneladas de cachos de frutos que se expande com o respectivo crescimento na producéo

dos frutos.
3.2. Morfologia do dendezeiro

O dendezeiro é uma planta Monocotiledénea cujo caridtipo é 2n = 32,
pertencente & familia das palmeiras, Arecaceae, anteriormente denominada Palmae. E
uma palmeira com até 15m de altura, com raizes fasciculadas, estipe (tronco) ereto,
escuro, sem ramificacOes, anelado (devido a cicatrizes deixadas por folhas antigas). As
folhas podem alcancar até 1metro de comprimento, tendo bases recobertas com
espinhos. As flores sdo creme-amareladas e estdo aglomeradas em cachos.

O género Elaeis tem sua origem em palmeiras introduzidas na Martinica, e 0
dendezeiro recebeu seu nome botanico de Jacquin (1763). Elaeis é derivado da palavra
grega elaion, que significa 6leo, enquanto o nome especifico guineensis demonstra que
Jacquin atribuia sua origem a Costa da Guiné. No género Elaeis existem duas espécies
de interesse comercial:

Elaeis oleifera: nativa da América Latina também é encontrada no Brasil e

conhecida como caiaué. Tem sido procurada para obtencdo de hibridos com a Elaeis
guineensis.

Elaeis guineensis: é classificado quanto a espessura do endocarpo do fruto, que
se subdividem (Muller 1980) (Figura 1):
a) Dura: material com frutos com endocarpo de espessura ente 2 e 6 mm, com fibras

dispersas em sua polpa;

b) Tenera: material com frutos com endocarpo de espessura 0,5 a 2,5 cm e com um
anel de fibras ao redor do endocarpo. Este grupo originou-se a partir do cruzamento
entre os grupos Dura e Pisifera e, por fim;

¢) Pisifera: material com frutos sem endocarpo e com alta taxa de infertilidade nas

flores femininas.
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a
Figura 1: Tipos de frutos de dendezeiro em funcdo da espessura do endocarpo.
Figura la — Frutos do tipo dura. Figura 1b — Frutos do tipo tenera. Figura 1c -
Frutos do tipo psifera.

O sistema radicular € do tipo fascicular sendo formado a partir do bulbo
radicular, que € um drgéo de aproximadamente 80 cm de didmetro, localizado na base
do estipe.

A espécie E. guineensis na idade adulta apresenta uma coroa com 30 a 45 folhas
verdes de 5 a 9 m de comprimento, encimando um estipe cilindrico Unico.

A flor € do tipo inflorescéncia creme-amareladas que encontram-se aglomeradas
em cachos, no encontro das palmas, em seis a oito haste por ano, amadurecendo duas
vezes em cada translacao.

Os cachos de frutos maduros sdo colhidos em intervalos de 7 a 10 dias ao longo
da vida econdmica da palma, tendo normalmente de 30 a 40 cm de comprimento.

Os frutos sdo do tipo drupas ovdides amarelos ou cor-de-laranja de tamanho
variavel e contém sementes que sdo divididas em exocarpo, mesocarpo e endocarpo

(Figura 2). Do mesocarpo, extrai-se 0 6leo que tem grande importancia econémica.

Exocarpo Mesocarpo

Endocarpo

Figura 2- Corte longitudinal do fruto do dendezeiro
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3.3. Importancia ambiental

Dos 5 milhdes de km? da Amazonia brasileira, cerca de 4 milhdes de km?
possuem fisionomia de floresta segundo o Instituo Nacional de Pesquisas Espaciais
(2004), portanto, a superficie total da floresta tropical brasileira soma cerca de 400
milhdes de hectares.

Essas areas devastadas devem ser ocupadas preferencialmente com culturas
perenes como a seringueira (Hevea brasiliensis HBK), bacurizeiro (Platonia insignis
Mart.), e dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), devido terem caracteristicas semelhantes
as arvores de florestas tropicais, aléem de permitirem atividades economicamente
lucrativas por muitos anos e ambientalmente aceitaveis. Dado ao reduzido impacto
ambiental gerado pelo dendezeiro quando plenamente estabelecido, a palmeira protege
o0 solo contra erosdo, e possui um expressivo nivel de “seqiiestro de carbono”, visto que
a maior contribuicdo para a emissdo de carbono para a atmosfera provém da queima de
combustiveis fosseis (petréleo e carvao mineral) nos grandes centros urbanos dos paises
desenvolvidos.

Nestes paises, as emissdes de carbono decorrem, também, da queima da
biomassa proveniente da vegetacdo primaria ou secundaria (Veiga et al. 2000). As
propostas para compensar as emissdes desse elemento, pela fixacdo ou sequestro de
quantidades de carbono equivalentes, tem sido, principalmente, pelo plantio de
florestas, portanto, o dendezeiro contribui para a conservacdo de energia € recursos
naturais.

Nessa cultura ocorre um aumento da producao de 6leo (entre 4.400 a 6.600 litros
por ha/ano), o que a torna passivel de ser utilizada nessas areas, especialmente nas
estruturas familiares dos colonos dos projetos de assentamento e dos seringueiros,
gerando assim aumento de empregos nestas regioes.

Além disso, 0 dendezeiro possui alta capacidade fotossintética, pois a producgao
de massa seca total dessa palmeira é da ordem de 50 toneladas métricas por hectare
anualmente (parte aérea = 30 t e raizes = 20 t). A producdo de massa seca da parte aérea
do dendezeiro, com excecédo de plantacdes de eucalipto fertilizado, é superior aquela das

florestas tropicais e temperadas (Dufrene& Saugier, 1993).
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Portanto é possivel dar preferéncia para implantacdo da cultura do dendé no

aproveitamento de areas sem cobertura vegetal, contribuindo para recuperacdo de areas
degradadas em substituicdo de outros cultivos decadentes ou ainda, na renovagdo de

dendezais subespontaneos. (Veiga et al 2000).

3.4. Importancia socio-econémica

Segundo Pandolfo (1981) do ponto de vista social, a cultura do dendezeiro
demonstrou uma boa alternativa para regides de baixa renda, ndo sé pelo grande numero
de empregos que gera, como também por oferecer caracteristicas ocupacionais que
alcangam toda a estrutura familiar. Economicamente, por ser uma planta perene,
caracteriza-se pelo elevado rendimento e producdo continua durante todo ano, com
possibilidades de suprir ndo s6 as necessidades regionais e nacionais, como também
ampliar as exportacdes, visto que, € um produto com grande demanda no mercado
internacional.

A producéo nacional de dendé é liderada atualmente pelo Estado do Par,
seguido pela Bahia, Amapa e Amazonas. Esta producdo € insuficiente para atender a
demanda nacional, tanto que o pais importa, em media, 40.000 toneladas de 6leo de
palma, de palmiste e derivados de palma. Isso constitui uma clara indicacdo de que esta
cultura tem possibilidade de duplicar a atual area plantada, baseada em uma politica de
substituicdo de importacdes (Viégas & Miller, 2000).

Entre as oleaginosas cultivadas, o dendezeiro € a planta que apresenta a maior
produtividade de 6leo por area cultivada, produzindo, em média, 10 vezes mais 6leo do
que a soja.

O 6leo de dendé (Figura 3) que é originado do mesocarpo € insumo no preparo
de sabdes, detergentes, velas, produtos farmacéuticos, cosméticos, corantes naturais,
margarinas e substituto do diesel. O oOleo de palmiste (Figura 3) que é extraido da
améndoa ou endosperma em virtude de sua qualidade e do elevado teor de acido laurico
entra como matéria-prima na fabricacéo de sabonetes, detergentes, pomadas, maioneses,
podendo também ser utilizado na producdo de chocolates, como substituto da manteiga
de cacau. (Valois, 1997).
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Figura 4 — Oleos de dendé: A — 6leo de palma: extraido da polpa e B — 6leo de

palmiste: extraido da améndoa.

No Estado do Para, o dendezeiro representa a principal matriz energética para
producéo de dleo vegetal além de possuir maior producéo por produtor familiar (Tabela
2).

Tabela 2: Produgdo e geracdo de emprego de algumas oleaginosas com potencial para

producéo de biodiesel.

Produtividade Demanda de é&rea Area por Producéo por
Cultura (toneladas de (ha) para produzir produtor produtor familiar
6leo/ha/ano) 1.000 t de bleo familiar (ha) (toneladas/ano)
Mamona 0,7 1.429 4 2,8
Soja 0,5 2.000 20 10,0
Amendoim 0,7 1.429 16 11,2
Babacu 0,12 8.333 5 0,6
Dendé 5 200 5 25,0

(Adaptado de Holanda, 2004).

Outra opgdo de aproveitamento do dendé estd no biodiesel, cuja base de
producéo é o 6leo vegetal oriundo da mamona, algoddo, soja, girassol, canola, babagu,
pequi, milho, entre outras oleaginosas, e o proprio dendé. O biodiesel € uma nova
alternativa econdmica e desejavel por se tratar de um combustivel absolutamente
renovavel e menos agressivo ao meio ambiente (Valois, 1997).

Em 2002, conforme o seminario internacional do agronegécio do dendé ocorrido

em Belém, o governo federal criou o “Programa Brasileiro de Biocombustiveis — Rede
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Nacional de Biodiesel”, sob a coordenacdo do Ministério da Ciéncia e Tecnologia,

onde se insere o Programa Probioamazon dendé que tem por objetivo reduzir a
dependéncia brasileira dos combustiveis fosseis e ampliar as reservas de energia
alternativa que é um dos componentes desse reordenamento.

O dendezeiro possui excelente potencial produtivo dos quais seus subprodutos e
outros usos (Figura 4), servem como fonte geradora de matéria-prima A implantacdo do
Probioamazon visa potencializar a producdo de biomassa energética e, a0 mesmo
tempo, implantar um amplo programa de geracdo de emprego e renda para melhorar a

qualidade de vida da populagdo que vive nesta regiao.
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Figura 4: Etay as do processo de transformacdo priméario do dendé, com respectivos

subprodutos e usos.
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3.5. Pragas e Doencas do dendezeiro

O cultivo do dendé também esta sujeito a uma infestacdo acentuada de pragas e
doencas (Medeiros & Sano, 1988), que muitas vezes € fator limitante a expansdo da
cultura. A principal praga do dendezeiro de importancia econdmica na Bahia é o
Rhynchophorus palmarum, cujas larvas alimentam-se dos tecidos do estipe, fazendo
galerias que podem provocar uma podriddo interna e quando atinge o meristema
provoca a morte da planta.

O Amarelecimento Fatal (AF) do dendezeiro € um problema de extrema
importancia para a economia dos paises que cultivam essa oleaginosa, em particular
para o Brasil, aonde vem causando perdas vultosas a partir de 1984, expandindo-se de
forma avassaladora (Figura 5), com severas perdas em plantacdes industriais com mais
de 5.000 hectares de dendezais erradicados e centenas de demissdes no Para.

A primeira constatacdo da doenca do AF na América Latina ocorreu na

Colémbia em 1967, na plantacdo La Arenosa, em Turbo como afirmava Turner (1981).

Figura 5 — Danos causados pelo Amarelecimento Fatal. Fonte: Alessandra de Jesus
Boari.

O AF se caracteriza inicialmente pelo ligeiro amarelecimento dos foliolos basais
das folhas intermediarias (3, 4, 5 e 6) (Figura 6A), e mais tarde pelo aparecimento de

necroses nas extremidades dos foliolos que evoluem para a seca total dessas folhas
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(Figura 6B). Apesar de ser considerado o mais sério problema fitossanitario dessa

palmacea no Brasil, o AF ainda tem causa desconhecida e ndo possui medidas de
controle eficazes(Trindade 1995). Entretanto, Van Slobbe (1991) relata que, geralmente,
as plantas morrem 7 a 10 meses ap0s 0 aparecimento dos primeiros sintomas, quando
ndo ocorre a remissdo. A partir da morte da folha flecha, ndo h& mais a producéo de
cachos.

Nos anos 90, apesar da continuidade das pesquisas no ramo bidtico alguns
estudos se voltaram para uma possivel origem abidtica do AF. Neste periodo destacam-
se 0s estudos de modelos epidemioldgicos, abordando padrfes espaciais e temporais do
AF (Bergamin et al. (1998), Laranjeira et al. (1998) e Van de Lande e Zadocks, (1999).
Com o insucesso das tentativas de identificacdo de um agente causal todos estes estudos
contribuiram para a formulacdo de vérias hipéteses, onde atualmente, impera dois ramos
cientificos: Causa Biotica (estes ainda buscam um agente e/ou vetor) e causa
estritamente Abidtica (acreditam que fatores fisico-quimicos estariam causando as

anomalias).

Figura 6. a) Dendezeiro: amarelecimento e necrose da ponta do foliolo para base;
(b) Necrose da folha flecha.

Outra doenca conhecida popularmente como anel vermelho (AV) do dendezeiro
e do coqueiro € muito prejudicial para o desenvolvimento do cultivo dessas palmeiras,
tanto no Brasil como em outros paises, devido causar a morte das plantas e o exterminio
de grandes areas de plantio. O Rhynchophorus palmarum é o principal vetor do
nematoide causador desta doenca (Muller, 1992). No Estado do Para, essa doenca

ocorre em quase todas as plantagfes com mais de quatro anos de idade, e, naturalmente,
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é responsavel pela maior perda de plantas do que todas as demais doencas do

dendezeiro juntas. (Viégas e Muller, 2000). Em dendezeiros, os sintomas iniciais da
doenca séo caracterizados por amarelecimento e secamento dos foliolos, desidratacdo e
coloracéo alaranjada dos peciolos, bloqueio do crescimento das folhas mais novas, além
de apodrecimento das inflorescéncias e cachos (Figuras 7 a e 7 b) (Viégas e Muller,
2000).

Figura 7 a: Sintoma interno do A.V Figura 7b: Sintoma externo do A.V

Ocorre também, a doenca fusariose ou secamento letal. E uma doenca que causa
perdas significativas nas plantacdes de dendezeiros em varios paises da Africa. Ela foi
identificada pela primeira vez por Wardlaw, em 1946, no Zaire. J& no Brasil, a fusariose
foi relatada pela primeira vez por Van der Lande (1983), ocorrendo em uma plantacéo
localizada em Benevides, Pard. Em palmeiras jovens, antes de iniciarem a producao, o
secamento letal é caracterizado por um amarelecimento ténue e descoloracdo das folhas
no centro da coroa, expandindo-se para as folhas vizinhas com o decorrer do tempo e
posteriormente para as folhas mais baixas. A planta pode secar totalmente e morrer

cerca de dois a trés meses ap0s o0 surgimento dos primeiros sintomas. (Figura 8).

Figura 8 : Sintomas da fusariose.
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3.6. Recursos geneticos e Melhoramento Genético do Dendezeiro

No melhoramento de espécies alégamas, como o dendé, procura-se explorar a
natureza heterozigotica dos genétipos. Em razéo da heterozigose das espécies aldgamas,
estas tendem a serem menos uniformes do que as autégamas.

O melhoramento genético do dendezeiro tem como objetivo o aumento do
potencial de producdo de 6leo por unidade de area plantada.

A utilizacdo do germoplasma de E. oleifera podera aumentar as possibilidades
de progresso sobre outras diferentes caracteristicas agronémicas, para as quais o E.
guineensis ndo apresenta variabilidade genética capaz de permitir resultados
consideraveis em um programa de melhoramento genético. Caracteristicas como
tolerancia a pragas estdo presentes em diferentes niveis nos hibridos entre as duas
espécies e merecem ser melhor exploradas, além de que o caiaué é a Unica fonte
atualmente disponivel de tolerancia ao AF. Essa “doencga”, cujo agente etioldgico ¢
desconhecido, é uma grave ameaca a dendeicultura latino-americana, dado ao alto grau
de mortalidade das plantas causado pela mesma (Bergamin et al, 1998).

A exploracdo e uso da colecdo de germoplasma disponivel na Embrapa
Amazonia Ocidental realizado em Manaus possibilitardo a oferta de materiais mais
produtivos, resistentes a doencas e com picos de producéo diferenciados, implicando em
maior rentabilidade para o agronegécio do dendé e maior seguranca aos elevados
investimentos requeridos pela atividade. A manutencao de colecbes de germoplasma de
dendé a campo requer que outras maneiras de conservagao sejam utilizadas uma vez que
0s riscos de perdas de gendtipos sdo grandes.

A espécie E. oleifera é amplamente distribuida na Amazonia Brasileira, sendo
pouco conhecidas as suas caracteristicas, como a existéncia do modelo de variagédo entre
0s materiais coletados nas suas condi¢fGes naturais, fatores muito importantes na
definicdo do programa de melhoramento para exportacdo dos recursos genéticos da
especie (Ool et al., 1981).

Hartley (1988) salientou a importancia do E. oleifera, conhecido com o0 nome
comum de caiaué que se comportava como resistente em areas com AF, para 0
programa de melhoramento genético quando cruzado com E. guineensis, originando um

hibrido interespecifico. Dai, adotou-se nos procedimentos do programa de
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melhoramento e, recentemente, obteve-se hibridos com resisténcia e produtividade

boa de oleo.

A hibridacdo interespecifica entre o caiaué (E. oleifera (Kunth) Cortes), espécie
americana, e o dendezeiro (E. guineensis Jacq.), especie africana, tem sido explorada
com o objetivo de desenvolver cultivares tdo produtivas quanto as de dendezeiro, aliada
a resisténcia a pragas e doencas, principalmente o amarelecimento fatal, alta taxa de
o0leos insaturados e reduzido crescimento do tronco caracteristicas do caiaué (Barcelos
et al., 2000).

Todavia, especificamente com plantas perenes, no caso do dendé, o emprego das
técnicas convencionais de melhoramento ¢ dificultado por diversos fatores, destacando-
se 0 longo periodo da fase juvenil, a demora para a estabilizacdo da producéo, a alta
heterozigosidade dos melhores individuos, e a ineficiéncia das técnicas de
melhoramento em suplantar o mascaramento imposto pelas influéncias do ambiente.

Por ser uma cultura perene com longo ciclo de producdo e devido ao alto custo
de manutencéo e avaliacdo dos experimentos, é necessario definir o periodo de tempo
minimo para uma avaliacdo estavel de producdo dos hibridos interespecificos dendé x
caiaué. (Turner e Yong, 1969; Lerner, 1977). Em espécies perenes espera-se que 0
desempenho dos gendtipos seja mantido ao longo do tempo; a consisténcia dessa
expectativa € estimada pelo coeficiente de repetibilidade da caracteristica avaliada (Cruz
e Regazzi, 1997).

O cultivo de variedades hibridas intraespecificas de dendé, responsavel pelas
elevadas produtividades verificadas na dendeicultura internacional tem como
inconveniente uma estreita base genética, apesar da grande disponibilidade de recursos
genéticos nas colecdes de germoplasma dos programas de melhoramento genético.
(Barcelos, 2005)

Apesar do esforco de coleta e conservacdo, os programas de melhoramento néo
tém sido capazes de explorar a diversidade genética disposta para a disponibilizacdo de
novas variedades de dendé aos produtores. A avaliagdo dos recursos geneticos da
cultura deve ser considerada como de alta prioridade. Porém, as colegdes séo
geralmente pouco avaliadas e de manutencdo onerosa, como acontece para diversas

outras culturas.
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Os resultados esperados sdo a manutencdo adequada das plantas para que

possam expressar seu potencial genético e a partir dos dados de caracterizagdo e
avaliacdo selecionar genotipos para serem utilizados no programa de melhoramento
genético do dendezeiro visando ampliar a base genética dos genitores atualmente
utilizados na producdo de sementes comercias, obter variedades mais produtivas e com
picos de producéo diferenciados das atuais( Towil, 2000).

O desenvolvimento de estratégias para a conservacdo de germoplasma de dendé
torna-se necessario, e uma das formas de conservacado seria através da cultura in vitro de
embrides zigaticos.

Cabe ao melhoramento de plantas a importante tarefa de aumentar a
produtividade e melhorar a qualidade das sementes de dendé, com baixo custo, sem
agressdo ao ambiente.

A reproducédo de gendtipos especialmente no caso dos hibridos interespecificos,
também devera ser assistida pela multiplicacdo in vitro para garantir a reproducdo de
cruzamentos ou gendtipos em escala comercial e também garantir maior ganho genético
com a selecdo de individuos superiores dentro das progénies, que sdo altamente
heterogéneas. As estratégias de propagacdo sdo a micropropagacdo de gendtipos e o

resgate de embriBes in vitro de cruzamentos.

3.7. Germinacdo e Propagacdo Vegetativa

A germinagdo das sementes de dendé comeca pelo alongamento do embri&o,
forcando a sua passagem através do poro germinativo. O embrido emergente forma um

2

“botao” de tecido que rapidamente desenvolve uma plimula (broto caulinar) em uma
radicula. Ao mesmo tempo, a outra extremidade do embrido (haustorio) aumenta,
originando uma estrutura esponjosa que ocupa a cavidade inteira da améndoa apds cerca
de 3 meses, enquanto o endosperma € degradado e absorvido.

Embora a primeira folha apareca entre 20 e 40 dias, ela ndo se expande
completamente e a plantula permanece parcialmente dependente do suprimento do
material de reserva do endosperma (principalmente triacilglicerol) até cerca de sessenta
dias (Oo & Stumpf 1983). A germinacéo é lenta e esporédica, e altas temperaturas séo
necessarias para uma germinacdo satisfatoria. Sementes armazenadas de dendé

germinam mais rapidamente do que as sementes novas. Para germinagdo rapida e
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regular, recomenda-se uma temperatura de estocagem de 39 a 40° C por 80 dias, em

um baixo contetdo de umidade na semente, porém nao inferior a 14,5% . O contedo
Otimo de umidade para germinacao é de 21 a 22% para as sementes do grupo Dura, e 28
a 30% para Tenera (Purseglove, 1972).

O dendezeiro € propagado por semente, sendo os métodos horticulturais
convencionais de propagacao vegetativa ndo aplicaveis a esta cultura.

Dentre as palmeiras, com exce¢do da tamareira, o dendezeiro foi aquela em que
mais se desenvolveu através da micro propagacdo. A via preferencial é a embriogénese
somatica, sendo que j& existem varios processos de cultura de tecidos patenteados,

indicando o avanco do grau de dominio dessa técnica (Gongalves 1994).

3.8. Aplicacdo da Cultura de tecidos em Palmeiras.

A técnica de cultivo in vitro se apresenta como uma alternativa, ndo s6 no
desenvolvimento de protocolos para producdo de plantas a partir da culturas de calos de
embriogénese somatica , mas também na cultura de embrides zigoticos.

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 micropropagacao de
palmeiras e, os estudos até agora, ttm mostrado o potencial desta técnica (TISSERAT,
1984a; BLACKPOOL et al., 1986). (Colocar trabalhos mais atuais).

Cruzamentos interespecificos como € o caso do hibrido obtido pelo cruzamento
da E.guineensis x E.oleifera podem ser usados para transferir genes desejaveis entre as
plantas. Entretanto segundo Gomathinayagam et al. (1999) em tais cruzamentos podem
ocorrer barreiras tanto pré como pdés- zigoéticas, resultando em sementes com embrides
abortivos.A hibridizacdo entre especies é frequentemente limitada por falhas no
desenvolvimento do endosperma, culminando com a degeneracdo de embrifes antes
que atinjam a maturidade.Esses podem ser salvos se forem removidos antes que ocorra
0 aborto e cultivados artificialmente em meio nutritivo ( Bueno et al., 2001).

A cultura de tecidos € uma alternativa que auxilia no combate as barreiras
impostas ao processo de hibridizagdo interespecifica que estdo relacionadas com a
diferenca no numero, na homologia e morfologia dos cromossomos e grau de

semelhanca genética, além da anatomia do sistema reprodutivo. Mesmo que a
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fertilizacdo nos cruzamentos seja possivel, frequentemente ocorrem limitacdes

devidas ao aborto ou desenvolvimento anormal do embrido (Bueno et al, 2001). A
técnica se baseia no fenémeno da totipoténcia, isto é, na capacidade que a célula vegetal
possui de se organizar em um novo individuo, mantendo a informacgdo genética
necessaria, sem haver recombinacgdo génica, dando origem a uma nova planta (Ramalho
et al.,2000).

Alves (2007), trabalhando com resgate de hibridos interespecificos de
dendezeiro, verificou diferentes respostas in vitro de hibridos (E. guineensis x E.
oleifera) a diferentes meios de cultura refletindo bem o efeito gendtipo x ambiente.
Portanto, a Unica saida para uniformizar hibridos com caracteristicas desejaveis é a
clonagem in vitro.

Diversas palmeiras de importancia econdémica tém sido multiplicadas com maior
ou menor sucesso, como C. nucifera L. (coqueiro), Phoenix dactylifera L. (tamareira),
E. guineensis Jacq. (dendezeiro), Euterpe edulis Mart. (Jussara, palmiteiro) e Bactris
gassipaes Kunth. (pupunheira) (Pierik, 1990).

Em alguns casos, o cultivo in vitro de embrides tem solucionado as dificuldades
de obtencdo de hibridos interespecificos, consistindo na remocao dos embrides antes do
abortamento e seu cultivo em meio nutritivo ( BUENO et al., 2001).

A clonagem in vitro representa a alternativa mais favoravel a propagacéo
vegetativa de pupunha, dendezeiro, tamareira e coqueiro. Entretanto, o dendezeiro tem
se mostrado mais factivel sob o ponto de vista econdmico conforme dados de Almeida
(1994). Os principais problemas relacionados a cultura de tecidos de palmeiras estdo
associados a obtencdo de explantes adequados, ao estabelecimento de culturas viaveis e
a rapida oxidacao dos tecidos injuriados de acordo com Tisserat (1982). Segundo Stein
(1988), devido as palmeiras serem plantas recalcitrantes a micropropagacao, a adi¢do de
reguladores de crescimento ao meio de cultura € fundamental & inducéo de regeneracdo

de plantas completas de dendé.
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3.8. Resgate de embrides

No inicio do século, Hanning (1904) publicou um trabalho que representa um
marco para o estudo da fisiologia do desenvolvimento do embrido (Raghavan, 1976).
Utilizando meios de cultura contendo sais minerais, aglcares e amino 4cidos, Hanning
foi capaz de cultivar embribes isolados de Raphanus e Cochlearia. Desde entdo, a
técnica de cultura de embrides tem-se expandido e dado importantes contribuicdes em
estudos bésicos da fisiologia do desenvolvimento do embrido, em programas de
melhoramento genético, pela recuperacdo de hibridos de interesse de cruzamentos
incompativeis, bem como para a quebra de dorméncia de sementes, observada em
algumas espeécies (Ferreira et al., 1990).

A cultura de embrides, isto &, o cultivo de embrido em meio de cultura, €
empregada para produzir plantulas originadas de cruzamentos incompativeis ou para
aumentar a populacdo de plantulas em espécies que apresentam problemas de baixa
germinacdo. Além disso, nos estudos sobre micropropagacao in vitro de palmeiras, 0s
embrides zigdticos tém sido o tipo de explante mais utilizado por sua maior
competéncia regenerativa. Tecidos foliares, apices caulinares, gemas laterais, apices
radiculares e inflorescéncias também tém sido utilizados.

Este tipo de cultivo tem sido usado para superar dorméncia de sementes, em
virtude da imaturidade do embrido ou da presenca de substancias inibidoras no
endosperma, estudar os aspectos nutricionais e fisiolégicos do desenvolvimento do
embrido, testar a viabilidade de sementes, recuperar hibridos raros de cruzamentos
incompativeis e como fonte de explantes devido a elevada totipoténcia. Além disso esta
técnica oferece um sistema controlado para estudar os problemas nutricionais,
fisiologicos e bioquimicos dos embribes em varios estddios de desenvolvimento
(Tisserat, 1984).

Conforme Pinheiro (1986), citando Hodel (1977), a cultura de embrido em
palmeiras, devido ao lento processo de germinagdo, resultado de um espesso e duro
endocarpo do fruto, é de suma importancia para obtencdo de plantulas enraizadas, em
menor espacgo de tempo. Acrescenta-se a isso 0 fato de que tecidos embrionarios sao
excelentes explantes para serem usados em estudos, visando a propagacdo clonal in

vitro em virtude de sua natureza juvenil e alto potencial regenerativo (PIERIK, 1990).
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Entretanto, um importante aspecto da cultura de embrides de dendezeiro é definir um

meio de cultura que possa sustentar o seu crescimento e desenvolvimento (HU &
FERREIRA, 1998).

Euwens et al. (2002) trabalhando com cultura de embribes zigéticos de dendé
conseguiu obter germinacdo in vitro em dendezeiro em meio MS completo com adigéo
de sacarose a 30g. L™ suplementado com acido naftaleno acético a 0,1mg. L™ e kinetina
a 0,05mg. L. Williams et al., (2002) também conseguiram obter germinacdo in vitro
s6 que usando meio % MS suplementado com 0,17g.L™" NaH,PO, além de 100mg.L™ de

caseina hidrolisada e sacarose a 45 g. L™.

4. MATERIAL E METODOS

O Trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Recursos
Genéticos da EMBRAPA Amazonia Oriental, Belém, Pard e constou de atividades
relacionadas a assepsia e isolamento de embrido, e cultura de embrido zigético para
conversao em plantas, e aclimatizacdo das plantas.

Os embrides zigoticos de sementes de hibridos de dendezeiro utilizados nos
experimentos foram provenientes do banco de germoplasma de semente de dendé,
situado no campo experimental da EMBRAPA Amazonia Ocidental, estacdo do Rio
Urubu, Amazonas.

Os embrides zigoticos foram retirados de frutos maduros 13 meses ap6s a
abertura da inflorescéncia. Primeiramente foram fornecidas 11 sementes de hibridos de
dendezeiro, os quais depois de inoculados foram verificadas altas porcentagens de
contaminacdo provavelmente por fungo e bactéria. ApoOs isso, chegaram mais 17
hibridos, os quais apenas trés, quais sejam CN 353, CN 470 e CN 514, germinaram.
Posteriormente a isso, obtivemos mais 14 hibridos provenientes da Embrapa Amazonia
Ocidental, os quais trés germinaram, sendo eles: CM 378, CM 865 CM 887. Isso
comprova que taxa de geminacdo dos hibridos é muito baixa, fazendo com que este

trabalho seja relevante na area da pesquisa
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As plantas obtidas in vitro dos experimentos supracitados foram transferidas para

bandejas de plasticos com duas plantas por célula cujo substrato utilizado foi a vermiculita.
As plantas foram nutridas com solucdo de NPK quinzenalmente com 30 mL por célula.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, no total de 97
plantulas, enraizadas, provenientes dos doze tratamentos. Transferiram-se as plantas
para bandejas plasticas descartaveis de 36 cm x 27 cm constituidas de 24 células. Cada
célula continha 2 plantulas.

Os experimentos subseqiientes s&o uma continuagdo de trabalhos realizados no
Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Amazdnia Oriental, dos quais foram
selecionados a melhor assepsia, 0s melhores meios de cultura e as melhores

concentracdes de sais a serem utilizadas.
4.1. Desinfestacdo dos Embrides

Visando retirar 0 excesso de impurezas e prevenir a contaminagéo, sementes maduras
de dendezeiro foram inicialmente lavadas com detergente neutro e agua corrente e, imersas no
fungicida Derosal 0,2 % por 20 minutos.

Em seguida, as sementes foram quebradas manualmente com o auxilio de um martelo
para a retirada do tegumento. Posteriormente, as sementes foram desinfestadas em
camara de fluxo laminar, sendo imersas em alcool etilico a 70% por um minuto e, em seguida
em solucdo de NaClO a 2,5 % por 20 minutos sob agitacdo. As sementes foram entdo lavadas
cinco vezes e imersas por vinte e quatro horas em &gua destilada e autoclavada
perfazendo assim um total de doze tratamentos. No dia seguinte, os embrifes assépticos
foram inoculados em frascos de 300 mL, contendo 40 mL de meio de cultura MS e Y3,
completo e com metade de sais (Anexo 1 e 2), suplementado com 0,2 % de carvéo ativado,
0,2% de sacarose e 0,17g.L™ de 4cido NaH,PO, e solidificado com 0,7% de &gar. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com arranjo fatorial de 3x4, perfazendo
assim um total de doze tratamentos no geral, assim denomidados: T1: MS + NaH,PO,
0,17g.L™ + CA; T2) ¥ MS + NaH,PO, 0,17g.L"* + CA; T3) Y3 + NaH,PO, 0,17g.L" +
CA e T4) ¥ Y3 + NaH,PO, 0,17g.L™" + CA. Cada frasco representava uma repeticéo
que continha cinco embrides, totalizando 160 embrides utilizados por tratamento. O pH
foi ajustado para 5,8 antes da esterilizacdo em autoclave a 120 °C durante 20 minutos, e

cultivados em sala de crescimento com temperatura e luminosidade controladas.



32
Primeiramente, os embrides foram cultivados em sala de crescimento no escuro por

um periodo de 4 semanas. Apés esse periodo, os frascos contendo os embribes foram
transferidos para a sala de crescimento sob iluminacdo. Durante o cultivo, os embrifes foram
avaliados quanto a porcentagem de contaminagdo e oxidacdo dos embriGes, comprimento do
caule, comprimento da raiz, altura da planta, embrides germinados, até a formagao de plantulas
(Figura 9). Os dados foram submetidos a analise de variancia e testes de comparacao de
meédias pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade utilizando o software SISVAR 5.2. O

experimento foi avaliado duas vezes por semana durante 12 semanas .

D

Figura 9: Etapas do processo de assepsia e inoculacéo de embrides de dendé. 9- A:
Lavagem das sementes ;9- B: Imers&o das sementes em solucéo de derosal 0,2%; 9-
C: Secagem das sementes; 9- D: Quebra das sementes; 9- E: Retirada do embri&o;
9- F:Inoculacéo do embrido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contaminacédo dos Embrides

A eficécia do protocolo de assepsia do trabalho anteriormente realizado com o
fungicida Derosal na concentracdo de 0,2 %, dependeu do genoétipo utilizado. O
genotipo CN 470, no tratamento T1, ndo foi afetado pela contaminacdo de fungos e
bactérias. Waldow et al (2007) também obtiveram baixos indices de contaminagdo em
embrides de dendezeiro com o mesmo meio de cultura utilizado. Mesmo em
tratamentos diferentes T2 (14,8%) e T3 (14,8%) as porcentagens de contaminacao desse
genotipo foram menores quando comparadas com 0s outros genétipos e 0s outros

tratamentos. (Figura 11).
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Figura 11: Porcentagem de contaminacdo dos gendtipos de dendé inoculados em

meio de cultura.

De uma forma geral a contaminacdo variou entre 14, 2 e 55,5 %. Este elevado
indice foi verificado no genotipo CN 514 (55,5 %) e CN 353 (48, 2%), no T4 composto
por % Y3, podem estar relacionados as condigfes de armazenamento e estocagem das
sementes pos-colheita.

Pereira et al (2006) obtiveram uma porcentagem de germinacdo similar de

85,9% em embrides zigoticos de Murumuru (Astrocharyum ulei) com a mesma
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concentragéo de hipoclorito utilizada na assepsia (2,5 %) e pelo mesmo intervalo de tempo

(20 minutos). Este resultado também assemelha-se a desinfestacdo realizada por
Cavalcante (2001), em sementes de acaizeiro (E. oleracea), que obteve uma
porcentagem de 88,80% de embrides germinados na mesma concentracdo de hipoclorito
utilizada na assepsia das sementes. Em embrifes zigoticos de Butia eriospatha e B.
capitata apresentaram elevados percentuais de germinagdo in vitro, em meio MS
completo de sais, adicionando NaH,PO,, independentemente do uso de reguladores de
crescimento (Santiago, 2001).

No genétipo CN 470, ocorreu somente a contaminagdo aparentemente por
bactéria nos tratamentos T2 e T3 com 14,8%. (Figura 12 a). Estes resultados reafirmam
que o fungicida Derosal na concentracdo de 0,2 % foi eficaz no combate a proliferacédo
de fungos. A eficiéncia nos genotipos CN 353, nos meios de cultura onde continha a
metade da presenca de sais, % MS + NaH,PO, 0,17g.L™" + CA e % Y3 + NaH,PO,
0,17g.L"* + CA, apresentaram as maiores contaminacdes flngicas, e na mesma taxa de
37% (Figura 12 b).
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Figura 12 a: Porcentagem de embrides aparentemente contaminados por bactéria;

12 b: Porcentagem de embrides aparentemente contaminados por fungos.

Segundo Solano (2003), as contaminacdes por bactérias por vezes se da devido

ao proprio material genético que € mais susceptivel a entrada de bactérias que se alojam
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dentro das sementes. Para Filho (2005), os genotipos atacados por fungos muito tém a

ver com a manipulacdo asséptica feita antes da inoculacao de cada material genético.

4.2. Oxidacao dos Embrides

As melhores respostas foram obtidas na variedade CN 470 onde nenhum dos
tratamentos apresentou oxidacdo. A maior média de embrides oxidados foi encontrado
na variedade CN 514, tratamento T3 composto por Y3, com a porcentagem de 44,4% de
embrides oxidados, seguidos da variedade CN 353, tratamentos T2 (40,7%) e T3
(40,7%) (Figural0). Estes resultados demonstram que ha diferenca entre os genotipos
qguanto a exsudacdo de compostos fendlicos e, consequentemente, do fenbmeno da
oxidagdo. Esses resultados estdo de acordo com Ashuburner, et al. (1993) que
controlaram a oxidacdo por fendis na cultura in vitro de embrifes de coco (Cocos
nucifera L.), efetuando a suplementacdo com carvdo ativado a 0,2% adicionados ao

meio MS.
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Figura 10: Porcentagem de oxidacéo dos genotipos inoculados de dendé.
A oxidacdo do explante é considerado um dos aspectos mais sérios relacionados
com a cultura de tecidos de palmeiras. (George, 1996). Segundo (ORTOLANI, 1985), a
oxidacdo fendlica é altamente dependente do gendtipo. Considerando que na variedade
CN 470 os melhores resultados foram observados, podemos afirmar que 0s meios
suplementados com totalidade e metade dos sais, mais a presenca de carvao ativado a

0,2 % estdo de acordo com os resultados obtidos por Cavalcante (2001), que
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trabalhando com acaizeiro (Euterpe oleraceae) obteve os mesmos resultados na

concentracdo de 0,2% de carvao ativado.

Esse resultado mostra a eficacia do carvao ativado como agente anti-oxidante,
pois segundo Teixeira (1993), o carvéo ativado apresenta cargas residuais, as quais sao
capazes de adsorver substancias fendlicas ou seus produtos de oxidagdo, as quinonas,
evitando com isso o desencadeamento do processo oxidativo in vitro.

Para o geno6tipo CN 470, a oxidacdo fendlica pode nédo ter ocorrido devido o
genotipo ser pouco indutor do fendmeno da oxidacéo. Isto provavelmente se deve a
época que este material fora coletado (margco de 2008), onde temos um periodo mais
chuvoso e mais favoravel ao crescimento, em que ha baixo acimulo de polifendis nos
tecidos e, conseqiientemente, menor a oxidacdo fendlica dos explantes in vitro.

Segundo Preece & Compton (1991) a oxidacdo fendlica se d& por meio de uma
enzima chamada de polifenol oxidase. Esta enzima contém ions cobre para sua ativacéo
e esta presente nos plastideos. A oxidacao dos polifendis leva a producédo de substancias
amareladas de composicdao complexa, do tipo quinonas. Estas substancias podem se
ligar a proteinas das membranas ou enzimas, acarretando toxidez e morte da célula
(VALOIS et al. (1980) e isto é o que provavelmente pode ter acontecido com o0s
gendtipos CN 514 e CN 353, que se mostraram mais susceptiveis a oxidacao.

Os embrides que ndo germinaram mostravam sinais de oxidacdo nos primeiros
dias ap6s a inoculacdo. Alguns destes apresentaram, inicialmente, desempenho

semelhante aos germinados, mas senesceram em até 15 dias.

4.3. Conversdo de embrides zigdticos in vitro em plantulas de dendé

Os embrides que ndo sofreram processos de oxidagdo e de contaminacdo
desencadearam o processo de germinacdo que oscilou entre 88,9 a 100% (Figura 14).
As melhores porcentagens ocorreram para 0 genétipo CN 470 e foram em ordem
decrescente, tais quais: T1(100 %), T2 (88, 9 %), T3 (85 %) e T4 (18,5 %), como ilustra
a figura 14. Por conseguinte, o gendtipos CN 514 e CN 535 apresentaram resultados

similares no T1 composto pelo meio MS completo de sais (Figura 13 b e 13 c).



Figura 13 : Germinac&o in vitro de embrides de dendé nas variedades CN 470 (13
a), CN 514 (13 b) e CN 353 ( 13 ¢), respectivamente.
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Figura 14. Porcentagem de germinacdo in vitro de embrifes de dendé em 4

diferentes tratamentos e 3 diferentes gen6tipos.
4.4. Resgate de embrides

ApoOs a primeira semana de cultivo, na fase escura, foi observado apenas o
entumescimento dos embrifes zigdticos. (Figura 15). Com 12 dias houve o inicio do
gancho plumular que permaneceu se curvando até o final da terceira semana (21 dias)
(Figura 16), quando se iniciou o processo de emissdo da radicula (Figura 17) e
posteriormente da parte aérea aos 30 dias (Figura 18). Quando completados sessenta
dias, a diferenciacdo estava bastante clara, onde se observou a formacdo do &pice

cotiledonar, raiz propriamente dita e folha (Figura 19).



Figura 15: Embrido na fase escura aos sete dias de cultivo.
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Figura 17: Inicio do processo de emissdo da radicula em embrides de dendezeiro
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Figura 19: Conversao in vitro de embrides de dendé a uma planta completa, onde

se observa a formacéo da folha (F), do 4pice cotiledonar (A.C) e da raiz(R).

Os hibridos CN 470 e CN 514 apresentaram 0s melhores resultados, nos meios
MS e Y3, assim como em metade de sais presentes nesses meios (2 MS e % Y3)
(Figura 14). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Tomlinsom, (1960) e
Lorenzi, (1996) onde embrides zigéticos de E. guineensis, espécie pisifera de dendé, se
desenvolveram rapidamente em plantulas quando cultivadas em meio contendo carvéo
ativado adicionados aos meios MS e Y3 e suas respectivas metades.

O hibrido CN 353 apresentou resultados inferiores em todos os meios de cultura
avaliados (Figura 14). Essa diferenca observada entre os hibridos estudados reflete bem
o efeito do gendtipo x ambiente. Segundo Fantini Junior & Graca, (1990) a
superioridade genética de uma variedade para uma determinada caracteristica, pode ser

revelada quando essa variedade é cultivada em determinados meios nutritivos
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associadas com o NaH.PO, 0,17g.L™" , ou seja, a resposta de explantes em um

sistema de cultura de tecidos depende do genotipo do material colocado em cultura.
Segundo Handley et al. (1995), varios estudos tem demonstrado que a resposta a um
determinado sistema de cultura de células é dependente do genétipo.

As plantulas completas com a presenca de folhas e raizes foram obtidas apds trés
meses de inoculacdo (Figura 19), em todos os tratamentos, possibilitando a transferéncia
para condi¢bes ex vitro. Silva (2002), trabalhando com coqueiro (C. nucifera)
conseguiu obter plantas adultas em dois meses e meio utilizando meio MS completo.
Sharma et al. (1980) constataram que, dentro de seis semanas, embrides zigoticos de

tamareira (Nome cientifico) ddo origem a plantulas.

Figura 19: Aspecto de uma planta desenvolvida in vitro cultivada em meio

nutritivo ap6s 3 meses de cultivo.

4.5. Formacao de plantulas de dendé

Noventa e sete plantas foram acompanhadas para a avaliagdo das variaveis
comprimento de raizes, do caule e altura das plantas.

Em relagdo ao desenvolvimento da planta, o hibrido CN 470 respondeu melhor em
todos os parametros analisados se comparados com o hibrido CN 514 e CN 353 (Figura 6)
Em relacdo ao comprimento das raizes, 0 meio de cultura MS e Y3 apresentou os melhores
resultados para os hibridos.

Para a variavel comprimento do caule, o melhor tratamento composto pelo meio
de cultura com totalidade de sais MS, variedade CN 470, foi 0 que apresentou a maior
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média que foi de 2,32 cm (Tabela 6) diferindo significativamente a nivel de 5% de

probabilidade da média obtida pelo tratamento %2Y 3 (0,04). Os tratamentos %2 MS (1,03) e
Y3 (1,33) ndo diferiram estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Para a
altura das plantas, os tratamentos T2 (1,26), T3 (1,19) e T4 (0,04) ndo diferiram
estatisticamente entre si. (Tabela 6).

Tabela 6: Médias do comprimento do caule, comprimento de raizes e altura das plantas
no hibrido CN 470.

Comprimento | Comp. de Altura das
Tratamento do caule raiz plantas
(cm) (cm) (cm)
Tl 2.32a 0.73a 2.48a
T2 1.03b 0.22b 1.26b
T3 1.33b 0.70 a 1.19b
T4 0.04c 0.07b 0.04b

Analisando a variedade CN 353, para formacéo de plantulas in vitro , levando em
consideracdo o aspecto comprimento do caule, comprimento da raiz e altura das plantas,
os embrides apresentaram as melhores respostas em meio de cultura com a totalidade
das concentracOes de sais MS (Tabela 7). Estes resultados concordam com os obtidos
por Rajesh et al.(2003) e Euwens et al.,(2002) que obtiveram resultados semelhantes
em cultura de embrides in vitro de dendé (E. guineensis jacq) com meio MS sé que
além de 0,17g.L™ de NaH,PO, inserido no meio, também havia 0,1 g.L™ de arginina. A
adicdo de NaH,PQO, nos os tratamentos suplementados com a totalidade de sais MS se
mostrou importante no desenvolvimento de plantula para todas os hibridos testados.
Entretanto o T3, juntamente com o T1, mostrou se mais adequado na variavel
comprimento de raiz. Esses resultado sdao concordam com os obtidos por Alves (2007),
em que embribes zigoticos de hibridos de dendezeiro, inoculados em meio de cultura
contendo 0,17g.L™ de NaH,PO, mostrou se mais eficaz para o desenvolvimento de
plantulas de dendezeiro (Alves, 2007).
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Tabela 7: Médias do comprimento do caule, comprimento de raizes e altura das

plantas no hibrido CN 353.

Comprimento | Comp. de Altura das
Tratamento do caule raiz plantas
(cm) (cm) (cm)
T1 0.20a 0.12a 0.24a
T2 0.06 b 0.00c 0.06 b
T3 0.01 bc 0.09 ab 0.03b
T4 0.00c 0.00c 0.00c

Para o hibrido CN 514, o T1 foi o mais adequado nos trés parametros avaliados. O

T3 com relacdo ao comrpimento do caule e altura das plantas foi o que obteve os piores

resultados quando comparados com os demais. O tratamentos %2Y3 e ¥ MS também nao

diferiram estatisticamente entre si nas variaveis comprimento do caule, raiz e altura das

plantas. (Tabela 8).

Tabela 8: Médias do comprimento do caule, comprimento de raizes e altura das plantas

no hibrido CN 514.

Comprimento | Comp. de Altura das
Tratamento do caule raiz plantas
(cm) (cm) (cm)
T1 156 a 0.34a 1.95a
T2 0.62b 0.16 b 0.61b
T3 0.26¢ 0.10b 0.30c
T4 0.57b 0.05b 0.58b
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5- CONCLUSOES

Para a conversdo de embrides zigoticos de hibridos de dendezeiro (E.gineensis x E.
oleifera), o meio de cultivo MS + NaH,PO4 0,17g.L™ + CA é o mais adequado e se
mostrou muito eficaz na formacéo de plantulas para posterior cultivo, independenmente
do hibrido utilizado. E dentre os hibridos utilizados, o CN 470 foi o que se mostrou

mais adequado todas as variaveis utilizadas
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Anexo 1- Composi¢éo do meio de cultura de Murashige & Skoog (1962).
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CONSTITUINTES QUANTIDADE em mg/L
INORGANICOS
NH;NO3 1650
KNO; 1900
CaCl, 2 H,0 440
MgSO, 7 H,0O 370
KH,;PO4 170
Kl 0,83
H;BO3 6,2
MnSO,4 4 H,O 22,3
ZnS0O4 7 HO 8,6
Na,Mo0QO4 2 H,0 0,25
CuS0O,4 5 H,O 0,025
CoCl; 6 H,0O 0,025
FeSO, 7 H,O 27,8
Na, EDTA 2 H,O 37,3
ORGANICOS
Inositol 100
Tiamina HI 0,1
Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina HCI 0,5
Glicina 2,0
Sacarose 30000

Agar 0,8%




Anexo 2: Composic¢ao do meio de cultura Y3 (Eeuwens, 1976).
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MEIO Y3 MODIFICADO

KNO3

KCI

NH,CI
NayH,P0,
CaCl,2H,0
MgSO,47H,0
Kl

COCl,

H3BO3
Na;Mo042H,0
MnS0O44H,0
CuS045H,0
ZnS047H,0
FeS0,7H,0
Na, EDTA
L-glutamina
L-arginina
L-asparagina
Cisteina
PVP-40

Sacarose

(mg /1000 mL)
2022
1491
535
240
294
246,5

8,3
0,25
3,09
0,25
7,55
0,25
7,19
13,9
18,7
100
120
88

500 (Nao utilizar)
5000
30000
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

