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RESUMO

O agronegdcio da pupunha vem destacando-se nogsuimazonicos, pois, além do
seu cultivo ecologicamente desejavel, tornou-seireipal fonte produtora de palmito, em
substituicdo ao corte predatério de espécies dagials nativas do génetuterpe (E.
oleraceaeMart. eE. edulisMart.) em matas tropicais. Contudo, as formas cocieeais de
propagacdo sédo extremamente lentas, podendo comierom eficiéncia dos programas de
melhoramento. Técnicas de cultura de tecidos visgeia uma ferramenta promissora para 0s
programas de melhoramento dessa cultura, princgrakpor permitir a clonagem de plantas
selecionadas. Assim, o0 objetivo desse trabalhddeenvolver protocolos de estabelecimento
e propagacam vitro de pupunha, a partir de apices caulinares. Fometaclos perfilhos de
plantas jovens de pupunheira, os quais passararestes de desinfestacdo com hipoclorito
de sodio nas concentracdes de 25, 50 e 75% (wwv)1@, 20 e 30 minutos. ApOs este
procedimento, foram retirados os éapices, os quaianf inoculados em meio MS sem
reguladores. Dez dias ap0s foram avaliadas a qtagmm de contaminacdo, necrose e
oxidacdo dos explantes. Para inducdo da calogéoem® empregados apices caulinares,
quais foram cultivados em meio MS acrescido del®2(8-0; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 md')Le
BAP (0,0; 3,0 e 6,0 mg1). Os cultivos foram mantidos no escuro, em salereéscimento, a
24 + 2°C. Ao final de 36 dias foi avaliado o petcah de explantes com calos. Os
experimentos foram dispostos em delineamento amwinte casualizado com 3 repeti¢cdes
por tratamento, sendo cada repeticdo composta(ptubbs de ensaio contendo um explante
em cada tubo. Os dados foram submetidos a an&isardincia e regressao. A desinfestacao
foi mais efetiva combinando o periodo de 20 minudesimersdo com a concentracao de
hipoclorito de sédio de 50%, resultando em 90% )q#amtes sem contaminacdo. A maior
porcentagem de inducdo de calos foi de 60%, afqualbtida com a combinagéo de 10,0
mg.L* de 2,4-D e 3,0 mg:L.de BAP.

Palavras-chave propagacaoin vitro, reguladores de crescimento, calogénd3atris
gasepaes
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ABSTRACT

The agrobusiness ®&actris gasipaess important in Amazonian cultures. In addition
to its environmentally desirable cultivation, itdagne the main source of hearts of palm, in
replacement to predatory slash of native palm spaxies of the gendsuterpe(E. oleracea
Mart. andE. edulisMart.) in tropical forests. However, the tradicibmaays of propagation
are very slow and compromise the efficiency of tneg programs. Techniques of plant
tissue culture are a promisal tool to breeding o of this culture, mainly to allow the
cloning of selected plants. The objective of thiglg was develop protocols for establishment
andin vitro propagation oBactris gasipae$rom shoot tips. Shoots were collected of young
plantules of B. gasipaes which were desinfecteds with sodium hypochlorée the
concentrations of 25, 50 and 75% (v/v), for 10,ahd 30 minutes. After that, shoot tips
were take of and inoculated in MS medium withowgfutators. Ten days after were evaluated
the percentage of contamination, necrosis and btwidaof the explants. To induce
calogenesis the shoot tips were cultivated in M8iare with 2,4-D (0.0, 5.0, 10.0, 20.0 and
40.0 mg.") and BAP (0.0, 3.0 and 6.0 mg.L The cultures were maintained in the dark in
growth room at 24 + 2°C. After 36 days was evalidabe percentual of explants with calli.
The experimental design was entirely randomiseticapd three times and ten tubes with
one explant each per plot. The data were submittezhalyses of variance and regression.
The desinfestation was efficient with 20 minutesnafnersion and 50% sodium hypochlorite,
which resulted in 90% of explants without contartima The greater calogenesis percentege
was 60%, which was obtained with 10.0 m$2,4-D and 3.0 mg.tBAP.

Word-key: propagation in vitro, regulators of growth, calogée Batris gasepaes
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INTRODUCAO

A espécieBactris gasipae. B. K. pertence a familia Arecaceae, a qual tem sua
origem e dispersdo centrada por toda a regido apos. Entanto, os amerindios pré-
colombianos séo considerados os responsaveis ymeldosnesticacdo e desenvolvimentopor
toda regido que abrange atualmente a Bolivia at@itas (SOUZA et al., 1996; MIURA,
1993).

Essa espécie produz um palmito de excelente quiajdendo a vantagem de sofrer as
menores taxas de oxidacdo apOs o corte, quando atady) com outras espécies de
palmeiras, das qauis se extraem o palmito, comcepemplo, o palmito do acalE(terpe
oleraceg e da jucara Euterpe edulis (VILLACHICA, 1996). Tal vantagem facilita o
processamento permitindo outras formas mais simgéescondicionamento do produto,
diminuindo os gastos e simplificando sua indushégldo. Tal fato, juntamente com a
possibilidade de corte ao ano todo, proporcionduano regular, mesmo ao pequeno produtor
(GUERREIRO, 2002). Seu uso mais frequente atuaknewat Amazénia brasileira é o
consumo dos seus frutos cozidos, importante foateadoteno. O fruto também é utilizado
para fabricacdo de farinha (que € semelhante @htade milho) e producéo de racdo animal.
O oleo da pupunha produzido no mesocarpo do fruicoéem acidos graxos insaturados,
possuindo grande aceitacdo no mercado, sendo amp@rindustrialmente (VILLACHICA,
1996; CLEMENT, 1999).

Contudo, na regido Amazobnica, o uso dos recurspnétigos da pupunheira tém sido
caracterizado por sua descontinuidade ao longaide décadas. A falta de politicas federais
e estaduais de desenvolvimento agricola na relgéin,como a falta de politicas de ciéncia e
tecnologialmpedem avancgos significativos sobre o conheciméatespécie, variabilidade e
potencial futuro (CLEMENT; YAYAMA,; FLORES, 2001).

O apoio empresarial direto também oferece aos esapos uma oportunidade de
ajudar a priorizar as pesquisas, de forma a melterder suas préprias necessidades, tanto
imediatas, como de longo prazo. A interacdo dosesapos e produtores com os melhoristas
garantirA que a pesquisa possa gerar resultaddgopréantes que 0sS mesmos sejam
aproveitados em outros paises (CLEMENT & BOVI, 1999

A introducdo de técnicas de propagagéwitro tem mostrado um grande potencial
para a multiplicacdo dos genotipos superiores, @mst mais altas e em curto espaco de

tempo, além de romper barreiras de cruzamentosertés nos métodos convencionais e
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obtencéo de ciclos de selegcdo mais curtos. Parussa das alternativas para esse avango na
producdo, nos ultimos anos, a micropropagacdo vamhando um espago bastante
significativo entre os produtores, que inicialmeewtavam adquirir mudas de laboratorios,
em especial devido ao elevado custo unitario. Carescente competitividade de mercado,
gue vem exigido cada vez mais plantas padronizamtas, ciclo homogéneo e isentas de
doengas, a micropropagacdo vem conquistando umgaesgende, principalmente na
propagacao de espécies com melhores valores dadogfdOTOS, 1998).

A utilizacdo da micropropagacdo em ambito comkiljéaé realidade em diversos
paises do mundo, com destaque para os da Euromgen@ai e os Estados Unidos. Os
laboratérios comerciais surgiram, em grande maiageegados aos viveiros como iniciativa
das préprias companhias produtoras de mudas. falesliam com o objetivo de satisfazer as
necessidades internas de material de propagacaetatigg. Um menor ndamero de
companhias trabalha exclusivamente com a produggudaetasn vitro para o abastecimento
de viveiros de terceiros (TORRES, et al., 1998).

A capacidade dos tecidos vegetais cultivaidositro para formar gemas, raizes ou
embrides somaticos tem despertado a atencdo deigmdores, por causa da sua grande
implicacéo pratica e importancia para o avancoawdecimentos nas areas de Fisiologia,
Bioguimica e Genética de plantas. E reconhecidacigaténcia das células das plantas. Isto
significa que as células sdo autbnomas e tém agalielade de regenerar plantas, desde que
submetidas a tratamentos adequados (TORRES £998).

O desenvolvimento de métodos de propagacdo vagetaessencial. Os métodios
vitro sdo mais complicados, mas a médio prazo sdo magisrtamtes porque podem
multiplicar genotipos com muito mais rapidez, peimdio a instalacdo de ensaios de clones
em todas as regifes produtoras do Brasil. Essesosnpor sua vez, identificardo genotipos
adaptados a cada regido, que podem ser distriba@doprodutores de sementes, reduzindo a
necessidade futura de importar sementes (CLEMENBO& I, 1999).

A propagacéao por meio de cultura de tecidos pedéegta por via direta ou indireta,
esta ultima via formacédo de calos que é considaradaforma potencial de propagacdo em
massa (PIERIK, 1987; LANDA et al., 2000). Estudasnccalos devem ser desenvolvidos
para determinar as condi¢cbes de cultura que osuebgsl requerem para sobreviver e crescer
(SIQUEIRA & INOUE, 1992). O cultivo de calos podersutilizado para se estudar o
desenvolvimento celular, explorar produtos provetei® do metabolismo primario e
secundario, obter suspenséo celular e propagagidoknacdo de gemas ou embrides

somaticos (LANDA et al., 2000). O uso de multiplsotacdes tem sido amplamente
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utilizado para a propagagdo em massa de divergggies, sendo que essas técnicas de
cultura de tecidos tém sido geralmente realizattasés da formacdo de brotos, via calos.

Tais técnicas estdo sendo utilizadas em muitaiesp&nhosas e tém permitido a inducéo

de calos, através dos quais € possivel obter easbs@maticos e, ainda, permitir respostas
morfogénicas capazes de produzir plantulas comlentes caracteristicas agrondmicas

(TSURO et al., 2000).

Como decorréncia, espera-se auxiliar na ampliazi@rea plantada no Estado e
incrementar a produtividade por area, o que cantAbpara o aumento da renda,
principalmente do pequeno produtor, que geralme@de tem acesso a tecnologias de
producdo relativamente sofisticadas. Além dissotrimuira para a geracdo de novos
empregos e para o aumento da oferta do produto.

A importancia da inovacao tecnologica trazidagsie estudo ao Estado de Rondoénia,
tem potencial para fomentar novas pesquisas a rdgelnal, sendo passivel de divulgacéo a
nivel nacional e internacional e aumentar a qualkfio de mao-de-obra regional.
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1. OBJETIVOS

1.1. GERAL
Desenvolver protocolos para a micropropagacaosgéaceBactris gasipaesa partir

de apices caulinares.

1.2. ESPECIFICOS
" Estabelecer culturas asseéptioasitro de apices caulinares de perfilhos;
" Adequar o tipo e a concentracdo de fitormbnios geemitam a inducéo

eficiente de calos a partir de apices caulinares.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A ESPECIEBactris gasipaes

A pupunheira Bactris gasipaesH.B.K.) € uma palmeira de grande interesse
econdmico, pois produz palmito de alta qualidadguffa 1). E uma espécie ja domesticada,
podendo ser cultivada como uma cultura agricoleidraal” e rentavel, pois € uma planta que
se reproduz vegetativamente, podendo o palmitexdesido anualmente (TOZETTI, 2003).

E uma palmeira que pode ser encontrada na Amagprigipalmente ao longo do
rio Amazonas) e na América Central, particularmerdeCosta Rica, Trinidad e Tobago,
Honduras, Nicardgua e Panama. Seus frutos, estifidsas j4 eram utilizados por povos de
cultura pré-colombiana. Atualmente, esta espédi ss tornando uma importante fonte de
palmito industrializado, em face da reducdo daaagBo da palmiteira tradicionalmente
usada para palmitde(iterpe edulisno Centro-Oeste e do acaizeiiuferpe oleraceano
Norte do Brasil (CARVALHO & ISHIDA, 2002).

Pode atingir mais de 20 m de altura, sendo quecaele possui um diametro que
varia de 15 a 30 cm e o comprimento dos entrertzgsZa 30 cm. Pode apresentar espinhos
rigidos e pretos nos entrenos.

A coroa do apice do estipe contém de 15 a 25 doffinadas, sendo os foliolos
localizados em diferentes angulos. No centro daag@s folhas tenras formam o palmito, um
produto de grande importancia econdmica, que emgsdaadultas, elas medem entre 1,5 e
4,0 metros (CLEMENT, et al. 1999).

A raque foliar € maior que o peciolo, com numesoszvuras. Na base de cada folha
ou fronde, existe uma gema, a qual se desenvolvenemamo quando localizada na base do
caule ou em uma inflorescéncia se estiver na paate alta deste (UHL, 1987).

A polinizacdo cruzada é realizada principalmerde ipsetos, porém as células do
ovario podem nao ser fecundadas, sendo muito comuatorréncia de partenocarpia
(auséncia de sementes nos frutos) nas primeiraficlgdes, devido a fatores relacionados a
eficiéncia dos insetos polinizadores, fatores oianiais, genéticos e climaticos (CLEMENT,
1987).

Os cachos podem conter de 50 a 100 frutos apdéirézpcéo, e cada um deles pode
pesar entre 1 a 25 kg. O peso médio dos frutosithdiis é de 10 a 250 gramas (CLEMENT
et al.1999). O fruto varia em tamanho, sendo ovGidemalmente monospérmico, pode ser
de cor verde quando imaturo e amarelo ou vermellamdp atinge a maturidade. Em seu
habitat natural, as arvores da pupunheira produgenmédia, de seis a oito cachos por ano.

Normalmente, a frutificacdo da espécie ocorre dembdro a maio. A coleta das sementes
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ocorre de janeiro a marco e de setembro a outébimportante que a coleta ocorra quando
os frutos estdo maduros. As sementes devem sexdestimanualmente dos frutos tdo logo
sejam coletadas (NEVES et al., 2004).

O pericarpo muito delgado cobre o fruto e se ademnmesocarpo pulposo, que possui
fibras, e o endocarpo liso possui trés poros (ALDKEI& MARTIN, 1980; MORA-URPI,
1982; MORA-URPI, 1983; ROTHUH, 1983; VILLACHICA, 98).

A planta forma de duas a oito inflorescéncias nua®dao ano. Conforme a condi¢cao
nutricional em que a planta se encontra, seu nuchernnflorescéncias € variado (MORA-
URPI, 1984). Estas séo constituidas por cerca @®Q@ 30.000 flores masculinas e cerca de
20 a 1.000 flores femininas (CLEMENT, 1987). Asrdéle® estaminadas se distribuem em
triades e sdo geralmente de cor branco-amarel@asdroceu possui anteras curtas e €
constituido por seis estames de filete delgado (\119B7).

As paniculas sao originadas debaixo da copa dlaasfoconsistindo de ramificagfes
simples e de um eixo central. Cada uma das ramifesacontém flores masculinas pequenas
(cor creme e amarelo claro) em maior niumero e looed femininas, sendo em numero
menor. O periodo de florescimento da pupunha o@nrtee agosto e outubro, na Amazoénia
Central, e o periodo de coleta entre dezembro eanBntretanto, em anos e solos favoraveis,
podera ocorrer periodo de menor florescimento em@® e junho, com frutificacdo entre
agosto e setembro (MORA-URPI, 1984).

O caule (estipe principal) é ereto alcancando ditonde 15 a 20 cm, apresentando
entrends curtos com cicatrizes nodais (UHL, 198Iyumas variedades de pupunheiras
podem apresentar o estipe recoberto por espinbespassuem comprimento de 5 a 20 cm
(BONACCINI, 1997; BOVI, 1998; COUTO, et al. 1999).

A propagacdo ocorre também por perfilhamento, secmmum encontrar cinco
perfilhos por planta. (ALMEIDA & ALMEIDA, 2006; SOBA, et al., 1996). Os perfilhos se
iniciam na base do talo e sdo em numero de 1 aslue chegam a alcancar a maturidade
sao geralmente cerca de 3 a 4 perfilhos. Chaim$dddl) classificou uma variedade de
perfilhos laterais que forma-se na parte basakttecsegundo a posi¢cao no estipe e forma de
crescimento conforme a seguinte terminologia: ifilpe epigeo: origina-se sobre o nivel do
solo; 2° perfilho periférico: situa-se na perifatimestipe que estd em contato com o solo, sua
parte inferior agrega tecido rizogeno; 3° perfitipdgeo: origina-se abaixo da superficie do
solo. Especialmente quando o cultivo da pupunheééstina-se a producdo de palmito, a

porcentagem de plantas perfilhadas, bem como o mime perfilnos por planta, séo
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variaveis de grande importancia, ambas responsémais pela produtividade, quanto pela
duracdo econdmica do cultivo (CLEMENT & BOVI, 1999)

Figura 1. Bactris gasipaes(A) Aspecto geral. (B) rfilho. Porto Velho, Erapa Rondonia,
2009. Foto: Daniel Medeiros

A propagacao desta espécie pode ocorrer por sesante germinam entre 30 e 90
dias (VILLACHICA, 1996). A partenocarpia nos frutésuma ocorréncia que dificulta a
propagacdo (MORA-URPI, 1983). A viabilidade das setes de pupunheira é afetada
negativamente com a diminuicdo da umidade, sendo agyerminacdo com indices de
umidade praticamente nulos resulta em valoresiomésr a 17%; assim, a pupunheira é
classificada como recalcitrante. De acordo com Mdn@, et al. (1984), a reproducédo por
semente € pouco eficiente, devido a ocorrénciaitteiacompatibilidade, sendo a xenogamia
a forma predominante de reproducdo nesta espédimsJatores restritivos a reproducédo por
semente é o longo periodo necessario para a pdeacgementes hibridas, as limitacbes de
polinizacdo cruzada no inicio da floracdo, com mseguente diminuicdo da producao de
frutos por cacho e a formacao de frutos partenomEsARIAS & HUETE, 1983).

Em termos de melhoramento genético, independentemdo produto almejado
(palmito ou fruto), estas formas convencionais dep@gacdo sdo extremamente lentas,
podendo comprometer a eficiéncia dos programas eleomamento. O namero limitado de
perfilhos inviabiliza a obtencdo de grandes popidaggenotipicamente idénticas as plantas
selecionadas. (ALMEIDA & ALMEIDA, 2006; SOUZA, et.a1996).
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Para produzir palmito, a pupunheira necessita8da 24 meses, a partir do plantio no
campo, para alcancar o ponto de corte, dependemdertdidade do solo, adubacgéo e estado
fitossanitario (MORA-URPI, et al., 1982; CLEMENT, &., 1987).

2.2. O CULTIVO DA PUPUNHEIRA NO BRASIL

O Brasil € o maior produtor e consumidor de paindib mundo, mas ja ndo possui
mais o titulo de maior exportador, pois nos ultinao®s, a Costa Rica e o Equador, com
plantios de pupunha de forma organizada, com gatd@scala e conseqientemente precos
mais baixos, assumiram a lideranca do mercadoent@nal. A perda do Brasil da primeira
posicdo naanking dos maiores exportadores mundiais deve-se aosdatpalmito nacional
apresentar baixa qualidade e de ser um produtec@ogico, pois € sustentado pelo corte de
palmeiras nativas. A baixa qualidade do palmitcegultado do processo de extrativismo
(GUERREIRO, 2002; SAMPAIO, 2007).

Assim, 0 esgotamento da oferta de matéria-primaemiente da coleta extrativa no
centro sul, a intensificacdo da fiscalizacdo deddsgoficiais impedindo a devastacéo
predatéria, o custo da taxa de reflorestamento xip® de 12% dos custos de
industrializag&o), o alto preco do produto no meocaacional e internacional, sendo que, no
primeiro, a tonelada do produto liquido drenado \samdo vendida a valores superiores a
US$ 4.000,00 sao fatores que vém estimulando ostimvento e producdo racional para
palmito industrializado (VERRUMA-BERNARDI, 2007).

Atualmente, o cultivo daactris gasipaeKunth (pupunheira) para producao de
palmito tem aumentado em razdo de sua boa aceitpeim mercado consumidor
(FERREIRA, et al., 1982; CLEMENT & ARKCOLL, 1991)pela precocidade na producao
de palmito (BOVI, 1999), tornando-se uma alterrapara o pequeno agricultor, devido a
alta rentabilidade do cultivo, o qual vem despeltardesde a década de 70, o interesse de
agricultores de todo o pais, devido principalmehatalta demanda, tanto interna quanto
externa, de palmito de boa qualidade e a altativictade do setor. A busca de novas opg¢des
de cultivo em substituicdo as formas tradicionars, virtude dos baixos precos alcancados
por esses ultimos no mercado, faz também com quwesdarios de outros setores se
aventurem no agronegécio palmito de pupunha (BQ80D).

O cultivo da pupunheira para producdo de palmio vganhando espago como
atividade agricola amazobnica, e agradando agrieslte ambientalistas, tendo em vista as
suas qualidades agrondmicas, ecoldgicas, indssteaicomerciais (YUYAMA, 2003;
HERNANDEZ, et al., 2001).
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Em razéo do seu elevado potencial produtivo, diftiadida nas diferentes regiées do
Brasil. No entanto, na Regido Norte, onde tem grantportancia como fonte alimenticia
pelo alto valor nutritivo dos seus frutos, torn@J4smbém, uma alternativa economicamente
viavel para producdo de palmito (FERNADES, et 2003). Além de ser ecologicamente
correto, seu cultivo ainda se tornou a principatdégprodutora de palmito, em substituicdo ao
corte predatério de espécies de palmeiras esp@stalregéner&uterpe(E. oleraceaéMart.
e E. edulig em matas tropicais, tanto para o0 mercado inteuanto para o0 mercado externo,
por se tratar de uma espécie que apresenta enovar@agens devido a algumas
caracteristicas agronémicas importantes em relagdo demais, como: precocidade,
produtividade, rusticidade, adaptabilidade e cajzai@ de perfilhamento ao longo dos anos,
facil processamento, boa produtividade e qualidg@&RNADES, et al., 2003;
HERNANDEZ, et al., 2001).

A expansdo das areas de cultivo, até mesmo psemparido, tem sido acompanhada
de uma melhoria do nivel tecnolégico, com a utiimade calagens, adubacdes e irrigacdes, o
que tem possibilitado uma exploracdo mais prechice entanto, isso leva a necessidade
adicional de conhecimento e ao desenvolvimentedeotogias agronémicas que conduzam
ao aumento dos cultivos viaveis economicamente fordea sustentavel (FERNANDES, et
al., 2003).

Seu cultivo é cada vez mais frequente, com plamin escalas consideraveis no Para,
Acre, Rondbnia e Mato Grosso. Essa cultura encaetreem intenso processo de
disseminagcdo fora da Amazobnia, principalmente ndeSte, e estda sendo plantada em
praticamente todo o Estado de S&o Paulo (ALMEIDJOS).

2.3. PROPAGACAO VEGETATIVA E PROPAGACAO IN VITRO

A propagacéo vegetativa € o método mais utilizemlproducdo comercial de diversas
culturas ornamentais, florestais e frutiferas, ¢termbmo vantagens a reproducdo de
caracteristicas desejaveis, a multiplicacdo deviddos mais vigorosos e resistentes a
determinadas doencas (HIGASHI, SILVEIRA & GONCALVES000). Pode uniformizar
populacdes, possibilitando a producéao de indivicaemronizados de alta qualidade e ganho
de tempo relacionado aos ciclos de produgdo. Tamtré@morciona suporte técnico para
programas de melhoramento genético e na multiglwade plantas geneticamente
modificadas (CID, 2001; HARTMANN, et al, 2002).

A propagacdo vegetativa pode ser alcancada pelovocuin vitro ou pela

macropropagacao. A macropropagacao envolve os ogtielestaquia, enxertia, mergulhia e



21

alporquia (HIGASHI, et al, 2000). A multiplicacae @lantasn vitro € realizada mediante as
técnicas de micropropagacao. As técnicas de culleiri@cidos vegetais sdo empregadas em
etapas do melhoramento de plantas, ndo sendo agagssnte aplicadas no desenvolvimento
direto de novos cultivares, mas oferecem alteraateomo solucdo para os programas de
melhoramento (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; TORRE2001; TORRES, et al.,
1998).

As técnicas de propagac#ovitro apresentam mais vantagens que as outras técnicas
de propagacdo tradicional, as quais podem ser assumidas: propagacao de clones durante
todo o ano, propagacao vegetativa de espéciesaieghticeis de serem propagadas pelos
métodos usuais, rapida multiplicacdo clonal de @epévegetais valiosas e eliminacao de
virus de estoques infectados. Para iniciar-se fraylsdo utilizados pequenos explantes
(fragmentos de plantas), que séo inoculados em meocontém condi¢cbes fundamentais
para sua sobrevivéncia, e podem produzir um maiareno de plantas livres de doencas.
Além disso, podem-se produzir plantas independetstestacdo ou época do ano (GEORGE,
1996; TORRES, et al., 1998).

A regeneracdo de uma planta completa, a partoétldas em cultura, pode ocorrer
tanto a partir da diferenciagdo de gemas caulin@meganogénese) quanto de embrides
somaticos (embriogénese somética). Essas duasleyiemgeneracdo podem ser identificadas
através das diferencas morfolégicas existente® exstrgemas e os embrides somaticos. A
organogénese € o processo pelo qual células esesitb forcados a sofrerem mudancas que
induzem a producdo de uma estrutura unipolar, Horerde um primordio de raiz ou parte
aérea, com um sistema vascular conectando com idotenaterno. Em contraste, a
embriogénese somatica induz a producdo de umduweatioipolar contendo um eixo/parte
aérea, com uma independéncia de sistema vascuiaectendo com o tecido materno. A
embriogénese somatica pode ser definida como uoegso de formacgédo e desenvolvimento
do embrido a partir de células somaticas (TORRE®,1998).

2.4. APLICACOES DA BIOTECNOLOGIA NA PROPAGACAO DE PLANTA S

A micropropagacao ou propagacao vegetativatro possui essa denominacgao devido
ao tamanho dos propagulos utilizados (TORRES).etL398) e engloba varios protocolos de
regeneracao a partir de tecidos vegetais, inclugwoo explantes: folhas, gemas apicais ou
axilares, segmentos nodais, caulinares, ovariosbriées, anteras, polen, raizes. A
possibilidade de utilizacdo destes varios tipogxjdantes para iniciar a cultura se baseia na

teoria da totipoténcia das células vegetais (Fig@)raEssa teoria postula que cada célula
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vegetal, sob estimulo adequado, tem a capacidadeigi@ uma nova planta completa e
funcional. A micropropagacéo é utilizada para pgagé@io de gendtipos modificados ou néo,
producdo de biomassa de produtos bioquimicos dabmiétmo secundario, producdo de
plantas livre de virus, preservacdo de germoplasma investigacdes cientificas. Técnicas
de micropropagacao tém sido utilizadas com sucpasm propagacdo de algumas espécies

ornamentais, agricolas, florestais e medicinais.
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Figura 2. Esquema dos métodos usualmente utilizados nar&wtitecidos vegetais. Fonte:
www.fruticultura.iciag.ufu.br/reproducao16.htm

A propagacdo vegetativa € um meétodos amplamentelagki nas mais diversas
espécies vegetais, sendo a modalidade dentro dacBaogia Vegetal que mais tem se
difundido e encontrado aplicagbes praticas complasa Entre as vantagens de sua
utilizacdo, estdo a possibilidade de obtencdo dassplantas a partir de um explante inicial,
independentemente da estacdo do ano; a reducaengm te da area necessaria para a
propagacao da espécie; as melhores condicOesrgmnjtar meio do cultivo de meristemas
previamente tratados por termoterapia, para eligdimae doencas; a reproducédo do gendtipo
da planta-mée, geralmente, com fidelidade durameltaplicacéo; e a propagacéo vegetativa
de espécies dificeis de serem propagadas por onétslos (ERIG & SHUCH, 2005).

Na micropropagacdo, oOrgaos e tecidos de plantas isioduzidos in vitro,
estabelecidos e mantidos em culturas assépticagggenerar novas plantas (HARTMANN,
et al., 2002). Os meios nutritivos fornecem sulisénessenciais para o crescimento dos
tecidos cultivados e também participam do contdugpadréo de desenvolvimerito vitro
(CALDAS, et. al.,, 1998). A micropropagacao difera grropagacdo tradicional nos

componentes biolégicos de cada etapa, pois sacasigadentro de estagios (estabelecimento
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dos explantesn vitro, multiplicagdo, alongamento e enraizamento), atamelo assim o
controle de cada aspecto da regeneracdo e dossposcde desenvolvimento. As etapas
podem ser manipuladas pela selecdo de explantestm®le do desenvolvimento da cultura
(HARTMANN, et al., 2002; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 198).

A primeira fase de um protocolo de regeneracaolaletgs a partir de explantes € a
selecdo do material de onde seréo retirados dososedevando em consideragao critérios
como: taxa de crescimento e conservacdo das aadsticks da espécie. Esta fase também
inclui o estabelecimento de culturas assépticas, aporre por meio da desinfestacdo dos
explantes (TORRES, et al., 1998). A segunda fafeerse a producdo de propagulos, ou
seja, a multiplicacdo de brotos axilares ou ademi de embrides somaticos ou de 6érgaos.
Propagulos produzidos nessa fase, especialmentespbpodem ser utilizados em ciclos de
multiplicacdo para aumentar o seu niumero (GEORGES)L A terceira fase, compreende a
transferéncia das partes aéreas produzidas paraneim de enraizamento e subseglente
transplantio das plantas obtidas para substratsoba na dltima fase, a de aclimatacdo
(TORRES, et al., 1998).

A multiplicacéo é a segunda fase da propagagaatro de plantas. Nesta fase os
explantes ja possuem um crescimento uniforme euadeg por essa razao, o propésito desse
estagio € a multiplicacdo das gemas ou das miawastpara posterior enraizamento. As
plantas desenvolvidas a partir desses explantes, ppssuirem gemas pre-existentes,
geralmente sao fiéis na reproducéo do gendtipdastgpmatriz (HARTMANN, et al., 2002).

Os meios de cultura utilizados nos estagios debes@imento da cultura e
multiplicagdo sao similares, pois ambos possuem s&ms formulagbes macro e
micronutrientes, carboidratos, geralmente a saeam@salguns compostos organicos como
vitaminas e aminoacidos. Entretanto, existem meesultura com especificas formulacdes
como o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com altas cantcacdes de sais, sobretudo os
ions nitrato e amonio, quando comparado a outnasulacdes salinas (GEORGE, 1996) e
meios com menores concentracdes de sais (especialmé&ogénio e potassio), comparado
ao MS.

Reguladores vegetais sao adicionados ao meio tlgaplara auxiliar o crescimento e
também sdo importantes no direcionamento da resplastiesenvolvimento dos propagulos
(HARTMANN et al., 2002). Dentre os fitorreguladoreslizados na fase de multiplicacéo
destacam-se as citocininas, as quais participanval®s processos fisiolégicos e de
desenvolvimento, incluindo a divisdo celular, mgépnese da parte aérea e das raizes e

senescéncia (CALDAS, et al.,, 1998). Dentro do grdeocitocininas encontramos BAP
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(benzilaminopurina), KIN (cinetina), 2-iP (2-isopenil adenina) e ZEA (zeatina), as quais
sdo empregadas para formacdo de brotos. Outro ,goupas auxinas (AlA - acido indol
aceético, ANA - acido naftaleno acético e AIB - &cithdol 3-butirico), pode ser utilizado
nessa fase, porém em baixas concentracfes (CALBASI., 1998; HARTMANN, et al.,
2002). Ja o 2,4-D (acido 2,4- diclorofenoxiacétiap)e também € uma auxina, é usado para
promover a formacéo de calos e pode também caasag&o genética no cultivo de células
ou de tecidos (GEORGE, 1996).

A escolha das citocininas e das auxinas nos caltimovitro depende de cada
pesquisador, porém mesmo com escolhas difereridsenpse obter resultados similares. O
estabelecimento de brotos e a multiplicacdo do naiakestes podem ser promovidos por uma
citocinina sem a adicdo de auxinas. Experimentosalgumas espécies demonstraram que as
auxinas podem ser desnecessarias e podem redigpaaidade dos brotos de enraizar. Ja a
adicdo de mais de uma citocinina pode aumentaodupéo ou melhorar a qualidade dos
brotos (GEORGE, 1996).

A taxa de proliferacdo ou multiplicacdo de brotepehderd da concentracdo de
citocininas aplicadas (CALDAS, et al., 1998; GEORG&96). Geralmente, as concentracdes
altas induzem muitos brotos, mas podem afetar didqda destes, produzindo brotos
pequenos e incapazes de alongarem-se, dificuliaséparacdo (HARTMANN, et al., 2002).
Os brotos produzidos podem ainda ter dificuldadea pnraizamento, maior suscetibilidade a
hiperhidricidade (vitrificacdo) e podem induzir@arhacao de brotos adventicios. Entretanto,
concentracées baixas de citocininas podem estinsdarente o crescimento de brotos
axilares ou laterais (GEORGE, 1996; HARTMANN et 2002).

Na fase de multiplicacdo podem ser realizadas v&ticulturas, cada uma tendo uma
duracdo de duas a oito semanas. Entretanto, sepmtde subcultura for demasiadamente
longo, as folhas podem se tornar clordticas e tieasd(HARTMANN, et al., 2002).

Dentre os métodos de micropropagacdo destaca-sepagacdo a partir de brotos
axilares, a qual inclui a cultura de gemas e setpeamodais. Essas se referem a cultura de
gemas com meristemas intactos e o proposito déstasultiplicacdo de brotos e a repetida
formacdo de ramos axilares. Para que a multiplcagi®rra, a dominancia apical deve ser
eliminada. Para isso, a gema apical pode ser datioar sdo utilizadas citocininas e/ou a
mudanca dos segmentos para a posi¢cao horizont@RGE, 1996).

A fase de enraizamento consiste em transferir eeaéreas produzidas na fase de
multiplicacdo para um meio adequado a inducéo idesaEntre as fases de enraizamento e

multiplicacdo pode ser necessaria uma fase adicitenalongamento das partes aéreas, ou 0
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sistema pode ser simplificado, eliminando-se a aetdp enraizamenton vitro pela
manipulacdo das partes aéreas como microestacagaés enraizariam diretamente no
substrato de transplantio (GRATTAPAGLIA & MACHADQ998). A etapa de enraizamento
caracteriza-se pela formacdo de raizes adventitéss partes aéreas provenientes da
multiplicagéo, permitindo o posterior transplanp@ra condicbegx vitra A capacidade de
enraizamento pode ser reduzida quando se utilizeerimla menos juvenil, jA que essa
capacidade diminui quando a planta se aproximas@addulta (HARTMANN, et al., 2002).

A rizogénese pode ser dividida em inducéo, inidagdalongamento das raizes. Na
fase de inducdo, a capacidade para a formacadzdé determinada. Ja na fase de iniciacao,
visiveis mudancas citologicas ocorrem. Na Ultimaefao primérdio da raiz pode ser
observado histologicamente, ocorrendo em seguidesenvolvimento das raizes. Essa fase
pode ser dividida em organizacdo e alongamento (BHE) 1996). As fases de inducéo e
iniciacdo das raizes respondem ou dependem deaa@xiguanto que o crescimento destas &
inibido pela presenca da mesma (GRATTAPAGLIA & MABSBIO, 1998).

2.4.1. Cultura de apices caulinares

Segundo Torres, et al. (1998), o meristema apiaal cdule (explante mais
freqientemente utilizado nessa técnica) € o temigose encontra na regiao distal em relacdo
ao mais novo primérdio foliar, assemelhando-se & wmpula proeminente ou a uma
plataforma achatada. Seu tamanho ndo excede a M1 Hsse tecido possui grande
competéncia organogenética, ja que € composto rdeafperene por células embrionarias
indiferenciadas. O apice caulinar consiste no nerna apical, juntamente com seus
primordios foliares e seu tamanho pode variar 8a®0 mm ou mais.

A cultura de apices caulinares, também designadard& incorreta como cultura de
meristemas, ja que ndo € excisado nesse procesheieamente o0 meristema, tem sido
utilizada com frequéncia para estabelecer a orgaresgin vitro em varias culturas. Essa
técnica permite a producdo de explantes livresati@genos, a fim de obter material com alta
qualidade fitossanitaria (TORRES, et al., 1998; KBRIAN, 1991).

A cultura de apices caulinares consiste na extragéo condicdes asseépticas, do
meristema apical, que ainda ndo estabeleceu coneastular com o restante da planta,
contendo usualmente um ou dois primérdios folidPesa que essa técnica seja efetiva, deve
ser excisado juntamente com o meristema apicalpwmois primordios foliares, de acordo
com a espécie em questdo. O apice caulinar terpaxidade de desenvolver-se em plantas
diretamente, sem passar pela fase de calo (TORRES, 1998; KRIKORIAN, 1991).
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2.4.2. Calogénese

A formacdo de calos em um explante, denominadegéakse, € uma etapa basica
para o desenvolvimento de sistemas de propagacésivaale plantas por organogénese ou
embriogénese somatica. E util também quando sgadesmluzir células para manipulacdes
genéticas, como hibridacdes somaticas, poliplogdiea e transformacdes (VENTURIERI &
VENTURIERI, 2004).

O calo é um tecido que se desenvolve em respostaaainjuria, podendo esta ser
fisica ou quimica. Células do calo sdo diferenca@anbora desorganizadas, sendo que as
células diferenciadas apresentam-se altamente Nzexes, com citoplasma fino e células
muito grandes. Ogrincipais fatores que influenciam a formagédo d®sca&&do o tipo de
explante, a composicdo do meio nutritivo e as cgiedi fisicas de incubacdo, como luz e
temperatura. Nessa fase, os melhores resultadosks@ios com o uso de tecidos jovens,
cujas células possuem maior potencial de crescomentivisdo do que células adultas
(TORRES, et al. 1999).

Para ocorrer a inducdo de calo, qualquer tecidetaegode ser utilizado como
explante. Entretanto, procura-se utilizar explagues contenham maior proporcéo de tecido
meristematico ou que apresentem maior capacidade exfgressar a totipoténcia
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Explantes oriundosle tecidos jovens, nao
lignificados, sdo mais apropriados para a culteraadlo (NOGUEIRA, 2007).

O tipo e a concentracdo de reguladores de cresmmam meio de cultura séo
determinantes para a inducdo de diferentes respdstaexplantes. A presenca de auxina no
meio de cultura, sozinha ou em combinacdo cominitas, € essencial para a fase inicial de
calogénese (VIEIRA & KOBAYASHI, 2002).

De acordo com Nogueira (2007), muitas vezes € sarneso suprimento exdégeno de
reguladores de crescimento para a inducao de@abalanco hormonal obtido entre os niveis
de citocininas e auxinas pode estimular a planterescer. Dentre os reguladores de
crescimento mais utilizados na indugéo de caloadast se o 2,4-D e, mais recentemente, 0
TDZ (LU, 1993).

O desenvolvimento dos calos, partindo de um fragonde tecido, pode ser dividido
em trés estagios: inducao, divisdo e diferenciabiofase de inducdo, durante a qual as
células preparam-se para dividir-se, o0 metabolisnativado e as células permanecem com
tamanho constante. A duracdo dessa fase varia cestado fisiologico das células e as
condicbes de cultura empregadas. Durante todo p$edo ocorre sintese de proteina e

DNA. A fase de divisdo caracteriza-se pela sintEseompostos e decréscimo no tamanho
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inicial das células e pela ocorréncia de divisé® caamadas periféricas do explante. Durante
essa fase, mudancas regressivas, envolvendo redopa@ad um estado meristemético
(desdiferenciacéo) ocorrem nas regides mais exeatos calos, formando células pequenas,
vacuolizadas, que apresentam pouco citoplasma @l®dgpo meristematicas. Na fase de
diferenciacdo ocorre a formagdo de meristemdbides centros meristematicos. Os
meristemoides sao estruturas formadas a particélakas epidérmicas e subepidérmicas que
podem originar primérdios foliares e, esporadicamegemas, sendo que as células dos
meristemoides sdo responsaveis pela expressaa aaganogénican vitro. Dependendo do
local onde sé&o formados, no explante ou no calginalo do explante, caracterizam a
organogénese direta e indireta respectivamente NRE® O, 2005).

O conhecimento das mudancas bioquimicas e fismd8ggue ocorrem durante o
crescimentan vitro de tecidos vegetais pode fornecer importantesrrdgdes relacionadas
ao processo de estabelecimento e, consequentempepéiar a otimizacdo das condigbes
para seu cultivo. As células vegetais sao labaosdbioquimicos, onde sédo produzidas
muitas substancias com menor ou maior grau de exlalde.

As fases de crescimento de cultura de calos tém caidacterizadas no crescimento
celular, cujos parametros incluem peso da matéeiscd da célula, numero de células e
proteina celular total, atividades metabdlicas Bcentragbes de nutrientes nos meios de
cultura. As diversas etapas que compdem o crestdderncalos séo: 1) fase Lag: caracteriza-
se pelo numero estacionario de células, pelo indeéioimobilizacdo de metabdlitos sem
qualquer divisdo celular, sintese de proteinamtesd de metabdlitos especificos; 2) fase
exponencial: a divisdo celular é maxima, o numezocélulas aumenta e as células sao
pequenas, formando agregados com mais de dezs;éB)léase linear: ocorre a reducédo na
taxa de crescimento de divisédo celular; 4) fasdedaceleracéo progressiva: a divisao celular
diminui e ocorre a expanséao da célula; 5 ) fasscestaria: ndo ocorre divisdo celular, ndo ha
sintese de biomassa ou aumento do nimero de cEBAASTOS, et al., 2008).

A inducdo de calos esta entre as técnicas maigzadids na selecdim vitro de
mutantes induzidos ou provenientes da variacdo doma e da producéo de transgénicos e,
consequentemente, no desenvolvimento de novavarel. Para tanto, faz-se necessario o
prévio estabelecimento das condigdes necessanasapageneracdo de plantas via calos. O
cultivo de calos pode ser utilizado para se estudalesenvolvimento celular, explorar
produtos provenientes do metabolismo primario eurs#d@rio, obter suspensao celular e
propagacao via formacdo de gemas ou embrides smHFBANTOS, et al., 2005). Apods a

etapa de inducao dos calos, os explantes podemugplicados por meio da organogénese
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indireta ou da embriogénese somatica.

2.4.3. Embriogénese somatica

Embrides somaticos, adventicios ou assexuais sfdemginiciados a partir de células
gue ndo sdo produtos da fusdo de gametas. Satuesrbipolares com um eixo radical-
apical que desenvolvem-se por meio de diferentealies embriogénicos, ndo possuem
conexdo vascular com a planta matriz e devem g&zea de regenerar uma planta adulta
normal (LITZ & JARRET, 1991; GUERRA, et al., 1999).

Podem ser distinguidos dois tipos de embriogénesttica: a direta e a indireta.
Embriogénese direta consiste na formacao de ensbdidetamente do explante, sem passar
pela fase de calo. A embriogénese indireta refer@esdesenvolvimento de embrides a partir
de calos, que apresentam células em varios estdelidi$erenciacdo (GUERRA, et al., 1999).
Para que esta técnica tenha sucesso sdo necesasarissolha correta da fase de
desenvolvimento do explante, a combinacéo cor@tandtrientes e reguladores nos meios de
cultura e a sequéncia dos subcultivos (ALVES, 1993)

De modo geral, quase todos os tecidos vegetais cipacidade para induzir a
embriogénese somatica e formar calos embriogénpm®&m 0S mais usados sao apices
caulinares, hipocoétilos, embrides, discos foliarages e inflorescéncias (LITZ & JARRET,
1991; GUERRA et al., 1999,).

A composicdo do meio de cultivo também influencdie@tdmente na formacédo dos
embriGes sométicos. O meio mais comumente usadogsacultivos € o0 MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), por conter uma alta concentracasaie minerais, considerados benéficos
para o crescimento dos embrides somaticos. Guadred, (1999) argumentam que o fato do
meio MS conter nitrogénio na forma de nitrato déaim justifica seu uso na maior parte dos
casos, pois algumas plantas demonstram necessitatrdgénio na forma amoniacal para o
desenvolvimento de embribes soméaticos. Para a eg@mese somatica, geralmente sdo
usadas duas formulacbes diferentes, uma para eada $endo a primeira de inducéo da
embriogénese e a segunda do desenvolvimento dasdesisomaticos (LITZ & JARRET,
1991; GUERRA, et al, 1999). O potassio e o feramlém s&o essenciais para a
embriogénese somatica, visto que, na sua ausénaitgs plantas ndo produzem embrides
com desenvolvimento normal (GUERRA, et al., 1999).

Também € possivel aumentar o potencial embriogémpondo o explante a altos
niveis de carboidratos. O carboidrato mais usadenmariogénese somatica é a sacarose, has
concentragbes de 2 a 3% chegando até 12%, muitorantutros carboidratos, como a
manose, possam ser utilizados (LITZ & JARRET, 1EARBOSA, 2003; BARBOSA, et al.
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2003). Maciel, et al. (2003) confirmaram a impodanda utilizagdo de sacarose nos
processos de iniciacdo e diferenciacdo dos embsi@@siticos e obtiveram maior formacgéo

de embrides a partir de calos embriogénicos friawsn meio de cultura acrescido de BAP.

2.4.4. Germinagaan vitro

Atualmente, as técnicas de cultura de tecidos i@lo ssadas como alternativa para
obtencdo de mudas em menor tempo. A utilizacaaslédtnicas possibilita a multiplicacdo
de grande numero de plantas em curto espaco deotemtpmbém permite ao produtor
adquirir mudas em qualquer época do ano (CARVALHIR7).

A germinagaoin vitro consiste em colocar as sementes em condi¢fess ideali
temperatura, luminosidade e umidade similares asalopo, mas com a vantagem de
proporcionar um maior controle nas observacfesa Estnica possibilita um estudo da
germinagcao das sementes. Para a germinacgé@tro podem ser utilizadas sementes inteiras
com tegumento, sementes com tegumento retiradonda gdbode-se utilizar o embrido
isoladamente. Em algumas plantas a retirada domiegio facilita a desinfestacdo e a
germinacaoin vitro (BISOGNIN, et al., 2008). A presenca do endocampe sementes e
baixas temperaturas atrasam a germinacéo, sendcoque@ remoc¢ao do pergaminho e com
temperatura de 32°C, sementes maduras de cafeemingm em apenas 15 dias (RENA &
MAESTRI, 1986). A retirada do tegumento faciliteagarminacéoin vitro de sementes de
porongo e a germinagcao ocorre em meio MS sem @a@die reguladores de crescimento
(BISOGNIN, et al., 2008). Lima, et al. (2007) empexmentos realizados com urucum
observaram maior porcentagem de germinagéovitro nas sementes desprovidas de
tegumento sugerindo assim que este é o melhor mtada superar a dorméncia das
sementes dessa cultura.

Algumas sementes séo sensiveis a perda de aguaendo capazes de manter alta
viabilidade quando armazenadas hidratadas, indep&nda temperatura de armazenamento,
o que lhes confere um carater recalcitrante. Ne=tédo, o cultivan vitro dessas sementes
apresenta-se como uma alternativa de propagacéspéaie e como possivel fonte asséptica
de explantes para experimentos posteriores de pnapagacdo (MARTINOTTO, et al.,
2007). Outro aspecto a ser considerado é que airger@o de sementes vitro permite
freqientemente, uma maior germinabilidade das s&s€lo que em viveiros, provavelmente
porque as condicbesn vitro sdo mais adequadas aos processos de germinacdo e
desenvolvimento inicial da plantula (LEDO, et @D07). Stein, et al. (2007) observaram em

Inga veraque a taxa de germinacéovitro em meio WPM/2 (96%) foi superior a taxa de
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germinagaaex vitrofeita em substrato do tipo Plantmax® (82%). Dessédo, eles afirmam
que condi¢cdes ambientais apropriadas para o pwcksgerminacdo podem ser fornecidas
em laboratorios por meio da multiplicagéovitro. Assim, estudos sobre germinagawitro
servem tanto para maximizar a taxa de germinacém grara obter plantulas uniformes com
qualidade genética e fitossanitaria.

Para que a germinagdo ocorra com eficiéncia é s&tesque as sementes estejam
viaveis, que as condicdbes ambientais sejam favisraweque as sementes ndo estejam
dormentes. A dorméncia pode ocorrer devido a dpgefatores, como: embrido imaturo,
impermeabilidade do tegumento, presenca de iniegddgquimicos e auséncia de promotores
de germinacdo e também exigéncias especiais dmiltemperatura, além do efeito inibitério
dos cotilédones (LIMA, et al., 2007). Para supasbarreiras naturais que conferem baixa
taxa de germinacdo as sementes existem varios ostoaimo a escarificacdo quimica, feita
com &cidos e solventes organicos, a escarificag@mica, a imersdo das sementes em agua
quente, a adicdo de &cido giberélico, entre outEasimprescindivel conhecer estes
mecanismos para o estabelecimento de qualqueriesp&ANCO & FERREIRA, 2002). Ha
evidéncias de que a presenca do endocarpo (pefgamita semente do café exerca
influéncia negativa na sua germinacao, por impadibsorcdo de agua e O2 pelas sementes
(PEREIRA, et al., 2001).

2.4.5. Cultura de embrides zigoticos

A cultura de embrido é empregada para descrevgmaressos de crescimento e
desenvolvimento do embrido zigotisovitro. Esta técnica tem sido utilizada para superar a
dorméncia que algumas sementes apresentam, p@ dausnaturidade do embrido ou da
presenca de substancias inibidoras no endospesnalae 0s requerimentos nutricionais e
fisiolégicos do embrido em desenvolvimento; testaviabilidade de sementes; resgatar
embrides hibridos resultantes de cruzamentos sgeoéicos ou intergenéricos, produzir
individuos monopléides; obter explantes de elevadgotencialidade; e desenvolver e
conservar bancos de germoplasma (LITZ, 1991; HU BRREIRA, 1998;SANTANA-
BUZZY, et al., 2007).

O desenvolvimento dos embrides vegetais caractegizpor um estadio inicial e
heterotrofico e um tardio e autotrofico. Na fasetelotrofica, o embrido tem baixa
capacidade de sintese e necessita de nutrientasedn de cultura, como reguladores,
vitaminas e carboidratos. A medida que se tornatmffico, aumenta sua capacidade de

sintese e pode ser cultivashovitro em meios com poucos nutrientes. Existem alguesesit
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que interferem na cultura de embrido, tais comaesinfestacdo das sementes, o tipo de
excisdo, a constituicdo do meio de cultura, no spieefere as fontes e quantidades dos sais
inorganicos, carboidratos e reguladores e as coeslige incubacdo, como luz e temperatura
(LITZ, 1991; HU & FERREIRA, 1998).

O ponto marcante que permitiu a expawsacultura de embrides foi a descoberta de
gue estes poderiam ser separados dos tecidos miategnde reserva, e cultivados,
assepticamente, em substrato artificial. Os emébriédtivadosin vitro usualmente néo
apresentam um periodo de repouso, como ocorre ermanges intactas. O mais importante
aspecto da cultura de embrifes € a selecdo do mogibivo correto capaz de estimular o
desenvolvimento dos embrides. Com isso, tém-seadosmovas alternativas de meios
nutritivos, que se aproximem da composicdo do gedosa ou do saco embrionario,
possibilitando assim o cultivo de embrides em &éstadios de desenvolvimento. O cultivo
de embribes imaturos, em alguns casos, exige g&rmais refinadas e meios de cultura mais
complexos (ANDREOLI, 1986).

E necessario que se determinem as otacées 6timas dos componentes do meio de

cultura, tais como: 0s macro e micronutrientesaisse e 0s reguladores de crescimento. As
solugdes de sais inorganicos e acucares que compsameios de cultura de tecidos nao
possuem efeito puramente nutritivo, mas tambénuénftiam o crescimento celular e a
morfogénese através de propriedades osmoéticas (GEQR96).
Segundo Monnier (1976), a concentracdo Otima darese para embrides imaturos € de 60
g/L, atingindo alta osmolaridade no meio MS. Se @orestiver deficiente em sacarose,
formam-se pléantulas disformes, com baixa probaddlédde sobrevivéncia, ou ndo ocorre a
germinacao dos embrides.

Os reguladores de crescimento sado angplte utilizados na cultura de embrides
quando estes sdo muito jovens. Tais substanciasugms a capacidade de suprir as
necessidades para a germinacéo, desenvolvimenés@&mento do embrido. Geord@996),
observou que o desenvolvimento de embribes oconrdaxas concentragdes de auxinas.
Dependendo da espécie, o embridao jovem pode semutmio a crescer pela adicdo de
citocininas, auxinas ou giberelinas ao meio deucal{KING, 1976). Embrides imaturos,
removidos da semente e cultivados em meio de aylhiio somente superam o estadio de
repouso, como também cessam 0s processos normdssdevolvimento embriogénico. O
ABA (acido abscisico), conhecido como inibidor @anginacédo de muitos embriées maduros,
também inibe a germinacao precaceitro (ANDREOLI, 1986).

A cultura de embribes é uma metodologia gquele auxiliar os programas de
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melhoramento do cafeeiro, pois permite o resgatenderides provenientes de cruzamentos
interespecificos e antecipacdo da época de pldfdége método baseia-se no fato de que os
embrides podem ser retirados da semente e tratssegpara um meio de cultura contendo

nutrientes apropriados e em concentracdes adequadas

2.5. SUBSIDIOS PARA O DESENVOLVIMENTO REGIONAL

Com o surgimento de diferentes necessidades etiG@s encontradas no processo de
planejamento regional, a intervencdo no espaco ekag@ passou a demandar novas
abordagens. A participacdo da sociedade comegaegrar as politicas e diretrizes de gestédo
e 0s projetos de desenvolvimento regional passaraen organizados num sistema integrado
(FEDOZZI, 2001).

Em relacéo a estrutura do planejamento para o dals@nento regional, as recentes
abordagens procuram utilizar uma viséo sustentatertrelacionada e fundamentada por trés
dimensdes que compreendel) as questdes institucionais, econémicas e sociaes (
abrangem, em grande parte, as ciéncias sociatadptip) as questdes de natureza territorial
que abrangem aspectos da geografia humana e @agaoizlo espaco regional; G as
guestbes ambientais que abordam, essencialmeetgyiltbrio para o uso racional do meio
ambiente local (VEIGA, 2006).

A sociedade ocidental consolidou, ao longo dos ae0$990, a adocdo de um novo
referencial cientifico para se pensar a relaca® exst populacées humanas e o meio ambiente.
Mediante conceitos provenientes da ecologia e dduedo, e também influenciados pelo
movimento ambientalista, foi eleito o conceito dstentabilidade ecolégica como indicador
mais importante de suas analises. Por sustentdiglidcoldgica entende-se “a capacidade de
uma dada populacdo de ocupar uma determinada d@eala¥ar seus recursos naturais sem
ameacar, ao longo do tempo, a integridade ecolodmwameio ambiente” (LIMA &
POZZOBON, 2005).

Na Amazonia as categorias socioambientais de oéaogagmana séo distinguidas em
termos de presséo de uso e do impacto que exeofm & ambiente, relacionados ao modo
como ocupam, exploram e concebem sua relacdo autueeza. O comportamento de uma
dada categoria socioambiental em relagdo ao amebéimfluenciado por caracteristicas de
sua formacdo social, tais como a orientacdo de mwalucdo econdmica, grau de
envolvimento com o mercado e a posse de uma cuttolgica (LIMA & POZZOBON,
2005).



33

Contudo, as florestas da Amazoénia ndo devem seris de “campo de experiéncias”
dos chamados “modelos de desenvolvimento”. Compemmentacdo de medidas politicas
eficazes sera possivel concentrar as atividades disrsos grupos sociais e suas
reivindicacdes e direitos de uso da terra em unerdedvimento regional adaptados as
caracteristicas ecolégicas e as necessidades couioeicas da populacdo envolvida
(KOHLHEPP, et al., 2002).

O desenvolvimento regional ndo ocorre sem 0 apiE@weinto de todos 0s potenciais
locais. Segundo os conceitos formulados pela tesmambdmica, problemas enfrentados por
uma determinada atividade refletem imediatamenteesaltado global da economia, haja
vista a interdependéncia setorial da producédo. [Banm maneira, se um setor apresenta
crescimento, todos os demais tendem a deslancheogomto (KROETZ,et. al., 2009).

Na perspectiva de se conceber uma nova propostdesienvolvimento rural, os
aspectos da localidade, interagindo com as denwiscteristicas da sustentabilidade e
integracéo social e territorial, emergem como ussBus aspectos fundamentais. A nogéo de
desenvolvimento centrado essencialmente no locaésapta-se com uma conotacao
essencialmente integracionista, alusiva a supemd@si@aréncias especificas das localidades;
e, de uma integracdo das especificidades locaissemtido da formacgédo de sinergias
territoriais. Assim, o conceito de local adquireomotacéo de alvo soOcio-territorial das acoes;
ndo sendo, no entanto, propriamente, um espaco,mpadendo ser tomado como um
municipio ou, inclusive, como uma regido compreaddevarios municipios (ARAGAO &
BORRERO, 2007).

O setor agropecuario é composto por atividadesa@gs, pecuarias e da silvicultura.
A partir destas atividades primarias, desmembram+tseeras outras, especialmente aquelas
ligadas a industrializacédo de alimentos e de posdda madeira, que por sua vez demandam
servicos diversos. Este ciclo gera, em Uultima ms& o desenvolvimento econdémico
regional (KROETZ,et. al., 2009). Por isso, é de aumportancia que os estudos regionais
contemplem todos os elos da cadeia produtiva local.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. PROCEDIMENTO DE CAMPO

Nesse estudo foram utilizados 4pices caulinaresmdos de perfilhos de pupunheira
de plantas-mae cultivadas em Campo Experiment&ndarapa Rondbnia, no municipio de
Porto Velho, com aproximadamente 3 m de alturaa Ranalise, fez-se uso de 125 perfilhos
com 50 cm de cumprimento cada, onde ap0s a extdwg@E@pices caulinares, cortados em

duas partes, resultam em 250 explantes.

3.2. ESTABELECIMENTO IN VITRO

Foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de TesiWegetais - Embrapa Rondénia.
Todas as manipulagbes foram efetuadas em camaflaxaelaminar. As culturas foram
mantidas em camara de crescimento, com luminosidad2000 lux e fotoperiodo de 16
horas. O material inoculado foi mantido no esceroom temperatura de 24 + 2°C. Os
tratamentos foram dispostos em delineamento imbeinde casualizado com 3 repeticdes por
tratamento, sendo cada repeticdo composta porbb3 we ensaio contendo um explante em
cada tubo (GATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

3.3. DESINFESTA(;AO DOS EXPLANTES

Os apices caulinares foram lavados e cortadosadéixsomente a parte contendo o
meristema apicajue se encontra na regiao distal em relacdo ao moas primordio foliar.
Esses fragmentos foram devidamente lavados em éguente com o auxilio de esponja
estéril e detergente. Em seguida, em camara de fuminar, os mesmos foram imersos em
etanol a 70% (v/v) por 1 minuto e logo apos forannnsersos em solugdes de hipoclorito de
sédio nas concentragfes de 25, 50 e 75% (v/v)padsdos de 10, 20 e 30 minutos. Apos
este procedimento, foram feitos cortes até chegafpice, inoculando-os com a base em
contato com meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) supéntado com 30,0 'gt de
sacarose e solidificado com 0,8 % de agar. O pHafostado para 5,8 + 1 antes da
autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos, semsemqga de reguladores de crescimento.
Foi realizada uma avaliacdo dez dias apo0s a ing@uollaOs aspectos avaliados foram as
percentagens de contaminacdo e explantes necrésddados. As condicbes de
luminosidade, fotoperiodo e temperatura, estalmecpara a desinfestacdo dos explantes,
seguem as mesmas citadas para o estabelecimeritio.
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3.4. INDUCAO DE CALOS

Para inducdo de calos, os 4pices caulinares oistemeas apicais obtidos a partir de
perfilhos de pupunheira foram desinfestados, sead@ em duas partes e inoculado com a
face do corte em contato com meio de cultura MS,masmas condicbes como ja referido,
acrescido de 2,4-D (0,0; 5; 10; 20 e 40 ny.& BAP (0,0; 3,0 e 6,0 mg?) (Tabela 1). Apds
a inoculagéo, as amostras foram mantidas no esenrsala de crescimento. sob as mesmas
condicbes de temperatura mencionados anteriorm@nd TAPAGLIA & MACHADO,
1998)

Tabela 1: Concentracdes de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4eDhpenzilaminopurina (BAP)
utilizadas para indugéo de calos em explantes idesipaulinares dBactris gasipaesPorto
Velho, Embrapa Rondoénia, 2009.

Tratamentos 2, 4-D (mg.LY BAP (mg.L™)
1 0 0
2 0 3
3 0 6
4 5 0
5 5 3
6 5 6
7 10 0
8 10 3
9 10 6
10 20 0
11 20 3
12 20 6
13 40 0
14 40 3
15 40 6

3.6. ANALISE DOS DADOS
Os dados obtidos foram submetidos a Andlise deakNein e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 ptatabilidade.
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Para o teste de desinfestacdo foi realizada apemas avaliacdo 10 dias apds a
inoculacdo dos explantes. J& para o teste de iodig&alos, as avaliagbes ocorreram com
intervalos de 10 dias, a contar da data da ino&alaéo final de 36 dias, avaliou-se o
percentual de explantes com a presenca de calosidecando seu surgimento a partir da
estrutura tipica de calos, com alteracdo na cdorag forma do tecido apical (GOMES,
1963).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DESINFESTACAO DOS EXPLANTES

Aos 10 dias a partir da inoculacdo, o tratamen®mostrou mais eficiéncia, devido a
maior desinfestacdo e menor agressao dos apicksacas foi o tratamento que combinou o
periodo de 20 minutos de imersdo com a concentrdedbipoclorito de sédio de 50%,
resultando em 90% de explantes sem a presencagdergainismos (Tabela 2). Ja nos outros
tratamentos foram observados uma porcentagem mator de contaminacéo, chegando a
apresentar 50% no tratamento que combinou o pededd minutos com a concentragéo de
25% de hipoclorito de sédio. Deste modo, Mateo-Sagg1990) afirma que no inicio da
desinfestacdo dos explantes, é utilizado etan@Pf durante alguns segundos, para eliminar
bolhas de ar e parte dos lipidios, aumentando assiomtato do desinfestante com o material
vegetal. Posteriormente Teixeira (2009), constataayjdesinfestacdo de segmentos de brotos,
folhas e botGes florais pode ser feita com sucatBpando etanol na concentragdo de 50 a
70%, por um periodo de 1 a 3 minutos, seguido dé&ratamento com hipoclorito de sodio ou

calcio a 0,5 a 2% (p/v) por 5 a 20 minutos.

Tabela 2: Efeito dos tratamentos na contaminacao dos exdash relacdo ao tempo de
imersdo e a concentracao de hipoclorito de sodidoR/elho, Embrapa Rondonia, 2009.

Tratamentos Tempo (minutos) Concentragao (%) Contaminacao (%)*

1 10 25 50 a
2 10 50 40 ab
3 10 75 40 ab
4 20 25 30b
5 20 50 10c
6 20 75 30b
7 30 25 30b
8 30 50 40 ab
9 30 75 40 ab

*As letras indicam significancia, pelo Teste de &yka 5% de probabilidade.

Assim como a contaminacéo, o que dificulta tambésstabelecimento de protocolos
de regeneracdo de cultivaiasvitro, sdo as porcentagens de oxidacéo, seguida de e@os

explante (Figura 3).
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Figura 3. Bactris gasipaes(A) Apice caulinar necrosado. (B) Contaminacédo pieei por
bactéria enddgena. Porto Velho, Embrapa Rond6a@g.ZFoto: Daniel Medeiros.

Neste estudo, observou-se que, na maioria d@srteatos, houve 30% dos explantes
oxidados aos 10 dias de cultivo (Tabela 3). Obsesetambém uma relagdo positiva entre
esta oxidacdo e o tempo de exposicao e a porcemtdgesolucdo de hipoclorito de sédio.
Erig & Schuch (2002), em estudos com a cv. Galagynuhcieira perceberam que a
contaminagdo bacteriana foi mais intensa quandatifzou o hipoclorito de calcio na
desinfestacao dos explantes (78,2%), comparaddpacldrito de sédio (27,8%). Assim, 0s
autores concluiram que utilizando o hipocloritosdéio na desinfestacdo e percentagem de
sobrevivéncia dos explantes foi maior, quando coatg@acom o hipoclorito de calcio (15,5%

e 6,7%, respectivamente).

Este resultado esté relacionado a contaminacédamiérias e por fungos que, de
maneira geral, foram menores com a utilizacdo gedurito de sodio na desinfestacéao;
conseqguentemente, mais explantes sobreviveram.

Além do hipoclorito de sédio agentes como, clodganercurio, o acido cloridrico, o
cloreto de benzalcénio, o perdoxido de hidrogénioo®, mais comumente utilizados, o
hipoclorito de célcio, também podem ser usados mardesinfestacdo dos explantes
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Geralmente, um sadtante como Tween®, ou
outro detergente, € adicionado a solucéo de hiptcjmara facilitar a sua acdo, aumentando o
contato da solugcdo com os tecidos (TORRES, etl398). Porém, a adicdo deste pode, além

de diminuir a contaminacdo, aumentar a toxicidadpigoclorito para o tecido vegetal.
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Tabela 3: Efeito dos tratamentos na oxidacdo dos explamese&cao ao tempo de imersao
e a concentracdo de hipoclorito de sédio aos 19 af@és o cultivo. Porto Velho, Embrapa
Rondo6nia, 2009.

Tratamentos Tempo (minutos) Concentracao (%) Oxidacao (%) *
1 10 25 20d
2 10 50 30 cd
3 10 75 30 cd
4 20 25 30 cd
5 20 50 30 cd
6 20 75 50 ab
7 30 25 40 bc
8 30 50 50 ab
9 30 75 60 a

*As letras indicam significancia, pelo Teste de &yka 5% de probabilidade.

A desinfestacdo é uma etapa problematica, pogenta desinfestante utilizado deve
eliminar os microrganismos do tecido vegetal semmifdar o mesmo. Alguns
microorganismos podem ser end0genos ou estaremdatéganto em sementes como em
brotos. Por essa razdo, muitas vezes a obteng@&cides vegetais livres de microorganismos
€ complexo. Porém, se apenas 0s meristemas foteatos, esses geralmente estéo livres de
microorganismos (CALDAS, et al., 1998; ROCA & MRQ@EKI, 1991).

A desinfestacdo do material juvenil geralmente é@alificil; entretanto, também séo
utilizados explantes de material adulto ou de plactescidas em condigdes de campo. Esta,
apresenta dificuldades, pois as percentagens dencmacdo sdo freqluentemente altas,
quando comparadas com as de explantes juvenidiados de mudas mantidas em casa-de-
vegetacdo. A contaminacéo pode ser reduzida poepzhcdes com inseticidas e fungicidas,
envolvendo os brotos das plantas em sacos plagiicesantendo-os em casa-de-vegetacao
(HARTMANN, et al., 2002).

Um processo de desinfestacdo eficaz é aqueleajnbkirca uma taxa de contaminacao
e de oxidacdo menores, e com a menor exposicadvebs® agente descontaminante
(TORRES, et al., 1998). Deste modo, no presentedestutilizando explantes de apices
caulinares, verificou-se que o tratamento que combium tempo de 20 minutos com a
concentracdo de 50% de hipoclorito de sédio é tartranto que mostrou maior eficiéncia
para desinfestacédo, tendo em vista a relacado entr@mero de explantes contaminados e
oxidados. Fick (2007) mostrou que a pré-desinf@staom imersdo em NaOCI a 5% por 30
minutos, a retirada do tegumento e a imersdo dasrges em solucdo de alcool etilico 70%
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por 30 segundos foram suficientes para uma efdagafestacdo, visando ao estabelecimento
in vitro de plantulas de louro-pardo.

Foram utilizados por Winnaar (1988), Schmildt @p®@ Litz & Conover (1978),
solucbes germicidas a base de hipoclorito de spdiol0 a 20 minutos na assepsia de
explantes de mamoeiro. Winnaar (1988) observow28% de contaminacéo, resultado este
considerado satisfatorio; Schmildt (1994) enconffdiie 10% de contaminagdo microbiana,
respectivamente, para os cultivares de mamoeiro 8dFormosa. Reuveni, et al. (1990)
observaram que o hipoclorito de sodio promove acatdaminacdo na superficie dos
explantes, mas ndo controla a contaminagdo erafitoncluindo sobre a necessidade da
utilizagdo de um tratamento complementar como @e8ef® (4cido peracético 2%).

4.2. CALOGENESE

Nos segmentos de apices caulinaresBdegasipaesinoculados na auséncia de
reguladores de crescimento ndo foram observadogé&atse. O processo de inducao de calos
teve inicio aos 36 dias de cultivo apds a inoculag&ndo que os explantes apresentaram
intumescimento, indicando desta forma o inicio tixesso de inducao de calos (FIGURA 4).
Assim, a inducéo de calos pode ocorrer em quakge@ato vegetal, porém a utilizacdo maior
é daqueles tecidos com elevada proporgcéo de céhdasteméaticagGRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Na Tabela 4 constam os resultados da andlise rigne@ da inducdo de calos em
resposta as concentragdes hormonais a que forametidbs os explantes. Verificou-se que o
efeito das concentracbes de BAP nao foi significatiConsequentemente, ndo houve
interacdo entre os dois tipos de hormonios. Papndatlo, as concentracdes de 2,4-D tiveram

efeito significativo sobre a inducéo de calos nqdantes.

Tabela 4. Analise de variancia para inducdo de calos em eriggade apices caulinares de
Bactris gasipaeem relacdo as diferentes concentracdes hormadhdi(e BAP) utilizadas
no meio de cultivo, apos 36 dias de cultivo. Pyigtho, Embrapa Rondénia, 2009.

Causas de variacadr  Graus de liberdade QM F
Total 14 60,93

2,4-D 4 51,60 11,73 **
BAP 2 0,53 0,24 ns
2,4-D x BAP 8 8,80 1,0 ns

** - significante ao nivel de 0,001.
ns - nao significante ao nivel de 0,05.
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Conforme mostra a Tabela 5, as combinacdes dm&.,0" de 2,4-D com 6,0 mgit
de BAP e 10,0 mg:t de 2,4-D com 3,0 mglde BAP foram os que resultaram em maiores
valores de inducéo de calos, com médias de 0,6, gdlpectivamente. Os tratamentos com
5,0 mg.L* de 2,4-D em combinacdo com 3,0 my.He BAP mostraram média 0,4 de
inducdo. Para Cerqueira, et al. (2002), o maiarltado para segmentos caulinares de erva-
de-touro Tridax procumbens.) foi obtido com a presenca de 1,0 mgde ANA + 2,0mg.L
! de BAP, o qual proporcionou 75% de area cobertexgitante com calos. Em estudos com
filete, Cangahuala-inocente, et al. (2007), utiidaa combinacédo 2,4-D (20 uM) e BAP (1 e
2 mg.L™") obteve um resultado de 100 % de inducéo de pal@spétalas dacca sellowiana
todas as combinagfes formaram calos. Entretantoprabinacdes de 2,4-D (20 uM) com
BAP (1 mg.LY) ou 2-iP (2 mg.L}) formaram calos com caracteristicas embriogersétigm
folhas deScaevola aemuladuzidas em meio MS suplementado com 0,2 ihgle 2,4-D e
0,2-0,5 mg.! de BAP produziram varios estadios de desenvolvimate embribes
somaticos(\WANG & BHALLA, 2004). Outros estudos relatam diversos tipos de interagédo
entre hormoénios, como em Santos, et al. (2001),otptigeram inducéo de calos gboffea.
arabica Catuai Vermelho somente em resposta aos meios2¢td (1,5 pM) combinado
com BAP (7,5 uM) e 2iP (25,0 uM) combinado com A0 uM). Os niveis de citocininas e
auxinas promovem um balango hormonal que pode @siira crescimento da planta (PALU,
et. al., 2004).

Tabela 5.Numero meédio de inducdo de calos por explante doespgaulinares dBactris
gasipaesem relacdo as diferentes concentragdes hormdhdid(e BAP) utilizadas no meio
de cultivo, apos 36 dias de cultivo. Porto Velhmdeapa Rondbnia, 2009.

BAP (mg.L™)
2,4-D (mg.Lh 0 3 6 Média total

0 0aB* 0,0aC 0,0aB 0,0B
5 0,4aA 0,4aB 0,5aA 1,3A
10 0,3bA 0,6aA 0,3b AB 1,2 A
20 0,0bB 01l1aC 0,0bB 0,1B
40 0,2 a AB 0,0aC 0,1aB 0,3B

Média total 0,9a l1a 0,9a 2,9

*Médias seguidas da mesma letra mindscula nasdialraailsculas nas colunas ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey
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Figura 4. Bactris gasipaegA) Aplce caulinar sem presenca de intumescimentalos. (B)
Apice caulinar intumescido. (C) Apice caulinar micio de indugdo de calo. (D) Calo de
apice caulinar. Porto Velho, Embrapa Rondonia, 2608: Daniel Medeiros

Para os tratamentos contendo a combinacdo devitpl0' de 2,4-D com 6,0 mgt
de BAP, resultaram em média 0,3; o tratamento cOnmd.L" de 2,4-D sem a adicdo de
BAP, resultou em média 0,2 e os tratamentos cof @@, de 2,4-D em combinac&o com
3,0 mg.L! de BAP e 40,0 mg:t de 2,4-D combinado com 6,0 mg.lde BAP induziram
calos em apenas 0,1 dos explantes. Os demais émt@enndo apresentaram nenhuma
inducdo de calos, assim como o tratamento conteals) a presenca de reguladores de
crescimento no meio de cultura. Nehra, et al. (},986tudando variacdo somaclonal em
morangueiro, obteveram calogénese em meios com(ii¥0de 2,4-D e BAP), sendo que as
melhores respostas para o crescimento dos cal® fiegistradas com 5 mM de BAP e 2,4-
D.

Na Figura 5 estdo apresentadas as curvas de te&sl@oimducdo de calos em relagédo
as diferentes combinacdes hormonais. Nota-se qaeauséncia de 2,4-D, ndo ocorreu
nenhuma inducédo de calos, e que esta aumentou rogactemente com o0 aumento nas
concentracdes deste regulador de crescimento catécantracéo de 10,0 md.Ldecrescendo
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a partir entdo. O pico da superficie de respostagspondeu com a combinacédo de 10,0 mg.L
! de 2,4-D com 3,0 mg:tde BAP, atingindo 60% de inducéo de calos. Podssservar que
esta concentracdo otima de 2,4-D teve efeito bi@staferior (30%) quando em combinacéo

com 6,0 mg.[* de BAP ou na auséncia deste.

% indug&o de calos

BAP (mg/L)

2,4-D (mg/L) 40

10,0 mg.L* 2,4-D: Y=-3¥+12x-6 R=1,00; 3,0 mg.L* BAP: Y=-1,2143%+6,9857x-5,4 R=0,75.

Figura 5. Superficie de resposta da inducédo de calos emrégplale apices caulinares de
Bactris gasipaeem relacéo as diferentes concentracdes hormadhdi(e BAP) utilizadas
no meio de cultivo, apds 36 dias de cultivo. Pyigtho, Embrapa Ronddénia, 2009.

Assim, pode-se afirmar que o 2,4-D tem funcdo mambe na inducdo de calos em
apices caulinares de pupunheira. Corroborando cese estudo, Arias & Huete (1983)
relatam que a auxina 2,4-D tem um efeito estimuladoformacao de calos na pupunha. Em
um estudo realizado com &pices caulinares, segosdautores, a formacdo de calos foi
induzida por concentracdes de 20 a 50 Mgle 2,4-D, em dois meses de cultivo. Apés 0s
dois meses iniciais, os explantes foram transferfgira meio sem reguladores e em alguns
cultivos se observaram embridides, que aos cinsemede desenvolvimento geraram varios
brotos apicais com um sistema radial.

Ao contrario dos resultados acima mencionadosGemelina arborea KANNAN e
JASRAI, 1969) e enfragus grandifolia(BARKER, et al., 1997), foram observados calos na
base de segmentos nodais e apices caulinaresctieapeente, induzidos somente em meios

de cultura suplementados com concentracfes malerB&P (superiores a 2,221).
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Ferreira, (2006), trabalhando com a figueira eattiRoxo de Valinhos, relatou a
formacgao de calos em segmentos caulinares apesdasat@mentos que continham auxinas.
Ao contrario deste resultado, Santos, et al. (20@6@jicaram a influéncia positiva da relacéo
auxina/citocinina em ensaios envolvendo inducdaales em cultivares de cafeeiro. Estes
dados concordam com Jones, et al. (1988) que absenva formacdo de calos em varias
cultivares de morangueiro dentro de quatro a @toasias em meio com 2,4-D e BAP.

Para Gomes, et akQ04), apresenca de 1,0 e 2,0 mg.L de 2,4-D no meio dereult
induziu maior a formacéo de calos em Nim indiammd® 100 e 80%, respectivamente, na
auséncia de BAP. Na auséncia de 2,4-D, 80 e 90%»duantes cultivados nas concentracdes
de 1,0 e 2,0 mg.L de BAP, respectivamente, aprassntformacao de calo. A presenca de
BAP no meio de cultura nas concentragcdes de 1,0,0en®y.L promoveu o maior
desenvolvimento do calo na superficie dos segmembolsis aos 14 dias. Entretanto, a
presenca de 2,0 mg.L de 2,4-D no meio de cultwtazin um menor desenvolvimento do
calo (18,0%) quando comparado com a auséncia @j,6 presenca de 1,0 mg.L-1
(31,93%), discordando dos resultados obtidos pareSget al. (2003), que obtiveram uma
producao inexpressiva de calos na auséncia de.2,4-D

Flores, et. al. (2006), observaram que uma maiglifgracdo de calos friaveis em é
obtida cultivando-se segmentos nodais com 1 mMAle 8 10 mM de 2,4-D. A regeneragao
de brotos via organogénese indireta ocorre quasskseexplantes séo cultivados com 1 mM
de BAP e 1 mM de 2,4-D. Por outro lado, o ANA maste mais efetivo que o 2,4-D na
regeneracdo de€faffia tuberosaraizes adventicias. Os calos observados nesseéoestu
apresentaram de cor esbranquicada e aspecto canpacto se observa na Figura 6. Esses
resultados estdo de acordo com os de Monteiro-H2080), que obteve abundante
proliferacéo de calo de aparéncia compacta e aghigata nos explantes foliares de plantas
recém germinadas deassiflora alataem meio contendo BAP nas doses de 0,6; 0,8 e 1,0

mg.L™.
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B Vo)

Figura 6. Calo formado a partir de ekrpAIate ae apices ca@ideBactris gasipaes36 dias
apos a inoculacéo. Porto Velho, Embrapa Rond60i29.2Foto: Daniel Medeiros.

A interacdo da auxina 2,4-D com a citocinina BARstrou importancia na inducéo
de calos para os explantes Blegasipaessendo o tratamento 8, com a combinacdo de 10
mg.L* de 2,4-D com 3 mg.t de BAP o0 mais responsivos (com maior porcentagem
inducdo de calos), obtendo-se 60% de inducdo. Nd@Mentos apenas com citocinina ou
auxina, os explantes foram menos responsivos, amukirque para este experimento com
explantes de apices caulinares, houve maior olet¢&alos, com a combinacdo dos dois

horménios.
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CONCLUSOES

Apods as andlises dos resultados pode-se afirmangjtexidos de apices caulinares de
Bactris gasipaeséo responsivos a inducao de calos.

Condicdes ideais de desinfestacdo de explantefpides caulinares foram obtidas
guando os mesmos foram tratados com alcool 70% getvl minuto seguido de imersdao em
solucao de hipoclorito de sodio 50% (v/v) por 20imds.

Este trabalho permite afirmar pelos resultadoglobtque a interacdo entre a auxina
2,4-D e a citocinina BAP foi extremamente posifpaaa a calogénese em apices caulinares
desta espécie de planta, bem como, a presencaydl@deres de crescimento no meio de
cultura. A condicdo que obteve maior efeito no iealtvisando a inducdo de calos foi

encontrada nas concentracdes de 10 thdd2,4-D e 3 mg.L* de BAP.
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