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1 Introdugao

A Floresta Amazonica é a maior floresta tropical do mun-
do, com uma area original de 4,1 milhdes de km? que abriga
grande parte da biodiversidade mundial (Auler et al., 2004). A
regido ¢ um dos mais importantes centros de diversidade de
espécies frutiferas perenes comestiveis do planeta. Dentre as
espécies amazonicas com maior importancia na fruticultura,
destacam-se o guarand (Paullinia cupana var. typica), cupuagu
(Theobroma grandiflorum), acai (Euterpe oleracea ), bacuri (Platonia
insignis), pajurd (Couepia bracteosa), camu-camu (Myrciaria du-
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bin), araca-boi (Eugenia stipitata), abiu (Pouteria caimito ), sapo
(Quararibea cordata), entre outras (Donadio, 1995).

As frutas da Amazonia tém despertado grande interes
nos altimos anos, tanto em ambito nacional como internaciong
em funcdo dos seus sabores ex6ticos e agradaveis e das Variad
formas de utilizacdo de sua polpa pela agroindustria (Fernag
des et al., 2003). A floresta amazonica possui grande ndmero ¢
espécies frutiferas ndo domesticadas e uma minoria sendo &
plorada através de colheita no local de ocorréncia natural (M
tra, 2010). Segundo o Anuério Brasileiro da Fruticultura (2008
no pais sao exploradas 500 variedades de espécies produtore
de frutas comestiveis nativas e exoticas, sendo que destas, 22
ainda encontram-se na forma nao domesticada. Por isso, é in
prescindivel o conhecimento destas espécies, bem como su
necessidades de cultivo para exploracdo em escala comercia
de maneira racional e sustentével. ;

Entre as espécies atualmente exploradas existe tambér
uma lacuna no conhecimento e adogao de tecnologias que p
mitam a producdo eficiente dessas frutiferas. A subutilizaca

tura baseada em espécies nativas amazonicas. Essas tecnologia
envolvem entre outros aspectos, o0 manejo de culturas e a pr
dugao de mudas que permitam a multiplicagao e distribuica
das mesmas aos produtores. Assim, a determinacao de técnica
adequadas de propagacao das mudas € o primeiro passo p
domesticacao de espécies nativas ou sua introducao ao cultive
comercial (Chagas et al., 2012). ‘

A propagacao sexuada de plantas nativas para uso na fru
ticultura ndo é vantajosa por resultar em populagdes com gre

mercial, ou ainda a recalcitrancia das sementes, inviabilizand
seu armazenamento por periodos prolongados. ]
O método de propagacao de espécies frutiferas mais util
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tes de hibridacdes dirigidas, mantendo seus caracteres deseja-
veis e tem sido muito estudada na Amazodnia em espécies na-
tivas (Chagas et al,, 2012). A propagacao vegetativa resulta em
mudas de alta qualidade e em pomares mais uniformes e pre-
coces, com maior produtividade e melhot.qualidade de frutos
(Pereira et al., 2006). Além destas vantagens, a enxertia também
¢ vantajosa por permitir maior controle do porte das plantas
facilitando o manejo e a colheita, e a formagao de mudas com
resisténcia a patoégenos de solos e tolerantes a seca.

2 Técnicas da cultura de tecidos em frutiferas nativas

Ha4 vérias décadas intimeros trabalhos tém sido desenvol-
vidos com o objetivo de estabelecer protocolos de micropropa-
gacao de espécies frutiferas paraa multiplicacdo clonal de indi-
viduos superiores, tendo em vista as inimeras vantagens que a
propagacao in vitro oferece.

Além da aplicagao da cultura de tecidos para a propaga-
cdo de plantas de alto valor agrondmico ou portadoras de ge-
nes raros e que correm risco de extingao, a técnica também ¢é
utilizada para limpeza clonal de plantas, atraves da cultura de
meristemas. No melhoramento genético de plantas, a cultura
de tecidos pode ser empregada para reduzir o tempo para o
desenvolvimento de novas cultivares e na ampliacao da varia-
bilidade genética. Dentre as técnicas de cultura de tecidos mais
empregadas no melhoramento de plantas, pode-se citar: selecao
in vitro de individuos resistentes/tolerantes a diversos fatores
de estresse a partir da variabilidade genética pré-existente ou
induzida pela variacdo somaclonal ou pelo uso de mutagéni-
cos, haploidizacgao, hibridacdo somaética, e resgate de embrides
zigbticos obtidos do cruzamento entre diferentes espécies ou

- géneros de plantas (Pasqual, 2001). A cultura de tecidos tam-

bém se destaca como técnica auxiliar na introgressao de genes
de interesse agronomico por meio da engenharia genética.
Uma aplicagdo da cultura de tecidos que & muito impor-
tante, em especial para plantas nativas, € o armazenamento e
conservacao de germoplasma. Porém, em diversas outras espé-
cies, as técnicas de cultura de tecidos vém sendo também am-
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plamente utilizadas para o estudo do metabolismo, fisiolog
desenvolvimento e reprodugao de plantas com propriedt
de interesse comerciais desejaveis (Borém, 2009), a exemplo ¢
nutracéuticas e farmacos. ‘

Estudos sobre a aplicacdo de técnicas de cultura de
cidos em espécies frutiferas nativas da Amazonia, ainda g
incipientes. Com excegao de algumas poucas espécies na
em que estudos de cultura de tecidos se encontram em estés
avancado, como ¢é o caso de Theobroma cacao e T. grandiflory
para a maioria das espécies tém sido desenvolvidos com o ok
tivo de aprimorar metodologias de estabelecimento inicial ¢
culturas in vitro (Tabela 1). |

Espécie Objetivo do estudo Autoria
Acaizeiro .
(Euterpe olevaced) Cultura de embrides Ledo et al. (2001)
. Duhem & Le Merc
Embriogénese somatica | (1989), Séndahl eta
Cacau
(Theobroma cacao) Multiplicagdo de brotacdes Janick:& VWhigy
Estabelecimento in vitro | Kononowicz & Ja ic
(1984) A
Camu-camu ; - Gutiérrez-Rosati et a
(Myrciaria dubia) Estabelecimento in vitro rre(zzoo(éia <8
Ferreira et al.
Calogénese (2001), Venturieri &
Cupuacu Venturieri (2004)
(Theobroma o 5y Ferreira et al. (2002)
grandiflorum) Embriogénese somética Fowroirs gt al ((2 ‘,
Bstabcletimenitod Ledo etal. (2002),
eiip-cia Gillitin Ferreira et al. (20092
Ingazeiro X ; g
o Organogénese direta Stein et al. (2007)
PMurml:lru Cultivo de embrides Pereira et al. (2006).
upunheira Estabelecimento in vitro e 1
(Bactris gasipaes) calogénese Santos et al. (2010

TabelAa 1. Trabalhos desenvolvidos com cultura de tecidos em espécies frutifer:
amazonicas.
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9.1 Estabelecimento in vitro e micropropagacao

Dentre as aplicagdes da cultura de tecidos vegetais, a mi-
cropropagacao € a técnica de maior impacto e de resultados
mais concretos. A técnica permite obter plantas com excelente
qualidade fitossanitaria, sob elevada taxa de multiplicacao, em
curto espaco de tempo. A micropropagagao engloba diferentes
etapas que vao desde o estabelecimento da cultura asséptica in
pitro até seu enraizamento, culminando com a aclimatizagao da
planta (Bastos et al., 2007; Grattapaglia & Machado, 1998).

Conforme mencionado anteriormente, a maioria dos es-
tudos com cultura de tecidos de espécies de plantas nativas da
Amazonia tem sido desenvolvida com o objetivo de aprimorar
metodologias de estabelecimento inicial das culturas. A etapa
de desinfestacdo tem papel fundamental, pois um dos maiores
problemas na utilizacdo da cultura de tecidos estd na contami-
nacao dos explantes; Esse problema é mais grave no cultivo de
espécies lenhosas, as quais estdo inseridas todas as espécies
amazonicas com potencial de uso na fruticultura. O problema é
maior quando os explantes sao retirados diretamente do cam-
po. Explantes obtidos de plantas mantidas em casa de vegetacao
também tem mostrado elevado nivel de contaminagdo, porém
seu controle é mais facil. Algumas medidas sao indispenséaveis
que comegam antes mesmo da coleta do material do campo,
passando por toda etapa de laboratério até a aclimatizagao e
desenvolvimento da planta em casa de vegetacao. Portanto, as
condicdes fitossanitarias da planta matriz sao importantes para
determinar a facilidade em se esterilizar o explante durante o
isolamento (Pasqual, 2001).

Ramos et al. (2013) visando a domesticacao da espécie
Aniba canelilla (casca-preciosa) testaram o tipo de explante (api-
ces caulinares e segmentos nodais) e diferentes concentragoes
de sais do meio MS no estabelecimento in vitro. Verificou-se que
o segmento nodal foi menos sensivel aos tratamentos de de-
sinfestacéo realizados e proporcionaram maior sucesso na des-
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contaminacao, na sobrevivéncia e no estabelecimento i1 vi

experimento foi o tratamento preventivo realizado pelos ag

res. Antes da retirada dos explantes, iniciou-se o tratamento

mudas com aplicagdes de antibiético ampicilina (1.000 mg [

trés vezes por semana, durante quatro semanas. Na segur

semana, acrescentou-se as pulverizagdes o fungicida Benoy

[Metil-1-(butilcarbamoil)- 2-benzimidazol carbamato], na ¢

centracao de 12 g L. Ao final do tratamento preventivo e ;

dia anterior a coleta, algoddes saturados com &lcool 70%

ram friccionados nos épices caulinares e nos segmentos nod

das mudas, visando a quebrar a tensdo superficial ocasiona

pela cera natural das folhas e diminuir a contaminacao in vi
(Pasqual, 2001). No dia seguinte, os explantes foram retirado

acondicionados em frascos com dgua destilada. No laboratér:
foram lavados por 30 minutos com sabao liquido e agua c
rente, e imersos em solugao de Benomyl (6 g L), por 24h. P
teriormente, em camara de fluxo laminar, os explantes fora
desinfestados com &lcool a 70%, acrescido de Tween-20 (1 go
em 100 mL) por 90 segundos e imersos em hipoclorito de s6d
(1% de cloro ativo) por 15 min, sendo, por tltimo, lavados
vezes com agua destilada e autoclavada. Este procedimento
fundamental para o estabelecimento in vitro das frutiferas na
vas da Amazonia uma vez que grande parte do material veget:
encontra-se em campo. ‘
Para minimizar os problemas de contaminacdo e viabil

zar o processo de estabelecimento in vitro, diversas substan '
tém sido testadas, sendo os compostos a base de cloro e ets
nol os mais utilizados no processo de desinfestacio (Silva et al
2005), e, em alguns casos, a adigdo de antibi6ticos ao meio d
cultura (Ferreira et al., 2009a). Estudos comprovam o sucess
na utilizacdo desses principios ativos na desinfestacao de ex
plantes de frutiferas nativas quando se deseja estabelecer teci
dos vegetais in vitro para posteriores estudos de multiplicacac
As concentragdes das solucoes desinfestantes, assim como a

i

S)

combinagdes dos seus principios ativos e os tempos de exposi
¢ao, podem variar consideravelmente.
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ca co .
(0,067% p/v); carbendazim ( ‘
;/ v) e tiofanato-metilico (0,067% p/v) (Ferreira et al., 2009b).

Na descontaminagdo de explantes florais de cupuacu
omenda-se manter os explantes por 20 minutos em solugdo
“ hipoclorito de sodio 0,25% (Ferreira et al., 2009a). Os auto-

s ainda observaram que a adicao de antibi6tico cefatoxima

meio de cultura também foi indispengavel no controle da
minacdo em explantes florais de cupuagu.
Para Bacurizeiro (Platonia insignis), o melhor resultado na

nta

Jesinfestacdo de explantes radiculares foi obtido utilizando-se
Q ~

olugﬁo de hipoclorito de s6dio na concentragao de 1,75% duran-
%e 30 minutos, acrescido de pré-tratamento

em solucdo antifingi-

mposta de uma mistura de carboxin (0,067% p /v) e thiram
0,17% p/v); e clorotalonil (0,17%

Na desinfestacdo de apices de pupunha o tratame:nto
mais efetivo foi a imersdo dos explantes na solucéo de hipo-
clorito de sédio a 1,25% por 20 minutos (Santos et al., 2010). De
abordo com os autores, 90% dos explantes ndo apresentaram
contaminacdo durante o cultivo in vitro. Teixeira (2001) obteve
melhores resultados para a desinfestagao de explantes/de brote}-
cBes, folhas e gemas de pupunha, com a imersao em alf:ool eE1—
lico na concentracdo de 50% por 1 minuto, seguido de imersdo
em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% por 5 minutos.

De acordo com Sato et al. (2001) e Erig & Schuch QOO%),
durante o estabelecimento in vitro de plantas nativas, a ox1dagac/>
dos explantes ¢ um problema frequentemente obs'ervado.' Est'e é
um dos principais entraves também ao estabelec1m€/ento in vztr.o
do camu-camu (Myrciaria dubia). Na Figura1 é possivel visuali-
zar o sucesso obtido no estabelecimento in vitro de camu-camu,
realizado pela equipe de Fruticultura e Cultura de Tecidos da

Embrapa Roraima e Universidade Federal de Roraima (UFRR).
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Fifura 1: Est;lbelecimento invitro de camu-camu realizado na Biof4brica (UFRR]
pela equipe de Fruticultura e Cultura de Tecid i
e G os da Embrapa Roraima e UFRR;

Visando avaliar o efeito do regime de luz submetido &
plaqta matriz e do tipo de ramo utilizado no estabelecimento
in vitro de araca (Psidium spp.), Souza et al. (2006) verificara T
que explantes de segmentos nodais provenientes de ramos her=
béceos apresentaram menores taxas de contaminacio e quand s
as Plantas matrizes foram mantidas no escuro, foram obtidas a
maiores percentagens de sobrevivéncia. Provavelmente, estes

na no ambiente de coleta dos explantes.

Outra maneira de controlar a oxidagao dos explantes
durante o estabelecimento das culturas in vitro é a reducdo na
concentracao de alguns componentes do meio de cultura Teig
xeira (2001) observou que a reducdo em 50% da concentr.agéo
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original dos macronutrientes NH,NO, e KNO,, sacarose e dgar
do meio Murashige & Skoog (1962) (MS) foi eficiente para o

controle da oxidagao fendlica e proliferacao de brotagdes em

_explantes de pupunha.

Durante a fase de multiplicacao de&"brotagées in vitro, a

~ composicao do meio de cultura vai variar com a espécie utiliza-

da, ou mesmo conforme o tipo de tecido ou érgao utilizado como
explante. O meio de cultura MS é o mais utilizado na micropro-
pagacao de espécies vegetais. No entanto, para espécies lenho-
sas, as quais incluem as frutiferas nativas da Amazonia, o meio
WPM (LLoyd & McCown, 1981) tem sido utilizado com sucesso.

Com relagdo aos reguladores de crescimento utilizados
para indugao de brotagdes, verifica-se que de maneira geral, as
plantas nativas respondem melhor em meio de cultura suple-
mentado com baixas doses de auxinas e/ou citocininas. Para
muricizeiro, Nogueira (2007) obteve excelentes resultados
utilizando diferentes doses de BAP na micropropagacao da
espécie. Porém, concentragoes elevadas-de BAP (acima de 4,0
mg L) ndo foram eficientes na inducao de brotos axilares em
segmentos nodais. Ja para ingazeira, Stein et al. (2007) consta-
taram que o BAP reduziu o ntiimero de brotagdes e o numero
de folhas dos explantes.

2.2 Embriogénese somatica

Na embriogénese somatica, células ou tecidos somaticos
se desenvolvem até a formagdo de uma planta completa, atra-
vés de uma série de estagios semelhantes ao desenvolvimento

de embrides zigodticos.
A maioria dos sistemas de embriogénese somatica ocorre

- pela via indireta, na qual, calos embriogénicos sao induzidos e

mantidos ao longo da multiplicagdo. A grande vantagem deste
método é que grandes quantidades de embriGes somaticos po-
dem ser formados com um minimo de manipulagao e espago

fisico de laboratério.
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Este processo de regeneracao de plantas foi obtidg
sucesso em cacau (Duhem & Le Mercier, 1989; Sondahl ef
1993) e cupuagu (Ferreira et al., 2002; Ferreira et al., 2006).

Na embriogénese somatica indireta, a formacao de g
pro-embriogénicos é o passo inicial para a obtengao dos ey
Oes somaticos e geralmente ¢ obtida com a cultura de expla
juvenis ou embrionarios em meio suplementado com aux
com destaque para 2,4-D e TDZ (Akram & Aftab, 2008). :

Santos et al. (2010) observaram ser possivel a inducé
calos em dpices caulinares de pupunha. A maior porcent
de inducao de calos foi de 60%, obtida com a combinaca
10,0 mg L' de 2,4-De 3,0 mg L' de BAP. :

Alguns trabalhos tém mostrado a capacidade de difen
tes explantes de cupuaguzeiro em formar calos. Ferreira
(2006), realizando estudos de inducdo de calos embriogé
em explantes de cupuagu, concluiram que a regido do hip
tilo foi a parte mais responsiva do eixo embrionério, forman
calos com aspecto branco e brilhante. O meio MS acrescido s
2,4-D promoveu a formacao de calos grandes. Resultados sem
lhantes foram encontrados por Ferreira et al. (2001), no estu
sobre o efeito da concentracdo de auxina e do meio liquido s
bre o desenvolvimento de calos de cupuacu. Os autores obs
varam que a combinagao de ANA e 2,4-D induziu a rizogén
e a formacao de calos em segmentos de hipocétilo, e a agua (
coco, em meio sem reguladores de crescimento, favoreceu a t

zogénese e a calogénese. ]

Ledo et al. (2002) avaliaram as respostas morfogenétice
de diferentes explantes de cupuaguzeiro submetidas a varis
condicoes de cultura in vitro e afirmam que a auséncia de ir
dugao de calos embriogénicos observado na cultura pode esta

relacionada com diversos fatores, como tipo e o estagio de de

senvolvimento dos explantes, meio de cultura e tipo e concen

tracao de reguladores de crescimento. 1
Venturieri & Venturieri (2004) realizaram um trabalh_‘

de inducao a calogénese do hibrido Theobroma grandiflorum
T. obovatum, o qual possui resisténcia a doenca vassoura-de
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xa (Crinipellis perniciosa). Dentre os explantes. utilizados, os
l iJédones foram os tecidos que mais produziram calos em
b tura.

e %:lrcau l) acaizeiro, Ledo et al. (2001) relataram a possibili-
de de conversdo in vitro de embrif)es@zig(’)ticos‘isolados de
entes maduras em plantas completas e normais sendo ne-
‘sséria a presenca de ANA e BAP no meio de cultura. A con-
entracdo de 0,79 mg L' de ANA, combinada com 0,26; 0,37
0,53 mg L de BAP promoveram o melhor crescimento da

arte aérea das plantas. Os autores ainda co.nstataram que foi
‘ ecessaria a presenca de ANA e BAP no meio de; cultura_l para
conversdo de embrides zigoticos e para o crescimento inicial
de plantas cultivadas in vitro. O§ mesmos autores err.1~estu.dqs
sobre a embriogénese somatica direta 1.1t111z/al'1d0 embrides zigo-
ticos de acai, obtiveram resultados satlsfatorlos,. com a redugAao
pela metade da quantidade de nutrientes do meio MS na ausén-

cia de fitorreguladores.

2.3 Cultivo de embrides zigoticos in vitro

Plantas cultivadas in vitro requerem uma fonte de energia
exogena para a realizagao da fotossintese. A sacarose tem ?,ido a
fonte de carbono mais utilizada, estando presente em meios de
cultura para frutiferas nativas em concentragdes que Variapﬂ‘ de
20 a 40 g L (Ferreira et al., 2002). Pereira et al. (2006) Ver1f1?a-
ram que embrides imaturos de murmuru apresentaran} maior
taxa de germinagdo em meio suplementado com 30 g L de sa-
carose. Para os embrides obtidos de frutos maduros, 15 g L de
sacarose no meio foram suficientes para que se alcangassem 0s
melhores indices de germinacdo. Estes resultados c’onﬁrmam a
hip6tese de que dependendo da espécie e do estdgio de deser.l-
volvimento dos embrides, a presenca de carboidratos no meio
de cultura pode ser em concentracdes minimas ou até dispensa-
vel em razdo de embrides de muitas espécies utilizarem a ener-
gia necesséria para a germinagao in vitro a partir das préprias
reservas do embrido (Garcia et al., 2002).
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EmbriGes mais jovens normalmente necessitam de concey
tragbes mais elevadas de carboidratos no meio de cultura pg
sustentar sua germinagao (Chagas et al., 2003a e 2003b). Ferrej
et al. (2002) obtiveram melhores resultados com a utilizaco ¢
3% de sacarose no desenvolvimento de eixos embrionarios g
cupuagu, em concordancia com Duhem & Le Mercier (1989), Ji
nick & Whipkey (1985), Kononowicz & Janick (1984) e Sondhal g
al. (1993) em trabalhos realizados com Theobroma cacao.

2.4 Germinagdo in vitro de grios de pélen

Uma das técnicas utilizadas na obtencido de novas Vari
dades ¢é a hibridacao controlada no campo e posterior avaliaca
das progénies. Para obter-se sucesso nos cruzamentos é imp or
tante detectar-se antes de ir para o campo a viabilidade dox

graos de polen (Chagas et al., 2010). Para aplicacio de técnica
de polinizagéo artificial, o conhecimento do tempo de viabili
dade do pélen e a receptividade do estigma é de fundamental
importancia para se obter sucesso na fecundagdo da flor (Ra-
mos et al., 2008). Porém, a germinacgdo do grdo de pélen de-
pende de varios fatores, como pressdo osmotica, concentragao
e tipo de agtcar, consisténcia, temperatura, umidade, presenca
de enzimas e fitorménios no meio (Antonio, 2004; Chagas et al.
2010). Em frutiferas nativas, principalmente naquelas espécies
cujo processo de domesticagio esta mais avangado, observam-
-se alguns poucos estudos nesta linha de investigacio. :

Oliveira et al. (2001), estudando a viabilidade de polén
in vivo e in vitro pelo método de coloragdo em genoétipos de
agaizeiro, observaram o sucesso na germinagao in vitro de pé-
len de diferentes cultivares. Os autores verificaram que graos
de pélen in vivo de agaizeiro, retirados de botdes florais e flo-
res recém-abertas, apresentam viabilidade alta, sendo maior
no segundo estéddio de avaliagdo. Com relacio ao tempo de
armazenamento a -10°C, graos de pélen in vitro apresentaram .
redugdo na viabilidade com o aumento do tempo de arma-
zenamento. Também verificaram que a viabilidade dos graos
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ontroladas sem prejuizos na fecundacdo, inclusive, podendo
co

nas con

0 bro

todas as anteras de uma flor para preparar uma amostra. o
necessario contar mais do que 300 graos (ile polen 'pordamo?. 2
O estadio em que deve ser coleta.do o~bqtao para fmg e po/m;_
zacéo artificial, ou testes de germinacao € quando ~to da}stas Zel}c)l *
Jas estiverem desprendidas, pétalas com a extensao distendida,

¢len variou conforme o genotipo e o estadio avaliados.
H m este estudo, os autores ainda recomendam qut? 9 po}en
gen6tipos avaliados pode ser utilizado em polinizagoes

anecer armazenado por até doze meses de conservagao
dicdes testadas no referido trabalhp. )

Em seus estudos para obter altos indices de pole/n sle Tf'llae—
ma grandiflorum verificou-se que polens de uma tnica flor

40 uniformes (Antonio, 2004). Por isso, recomenda-sele\I L}sa{'
do0é

estilete-estigma exposto e cerca de duas horas apés o 1n1;1o dzi
antese (estadio E). O pélen coletado deve ser usado, pie eren
cialmente, até duas horas depois de coletado, onde Ye.rl icou-se
maior viabilidade. O autor ainda recomendg que o 6timo meio
ara a germinagéo do pdlen de cupuaguzeiro deve ser co;s(tjl-
tuido de 5% de lactose 0,01% de acido bgrlco (H,BO,) el b de
4gar, com pH 6,1. O p6len de cupuaguzeiro coletado de b(?togs
no estadio E pode permanecer vidvel ~ate 72 hora.s ~dep01s e
coletado da planta e conservado no botdo em co.n.dlgoes,de azl-
biente, porém, no final desse periodo, sua viabilidade é muito

baixa, cerca de 5%.

3 Possibilidades de utilizacdo da cultura de tecidos em fruti-
feras nativas da Amazonia

Existe uma infinidade de aplicacdes da cultura de tecidos
em frutiferas nativas da Amazdnia, no entanto, pouco se tem

ili importante tecnologia. .
utﬂllagg fgcsiilcr;? de cultura de ’;gecidos podem ser utAihza_das
para fins de conservagao in vitro, multiplifcag.éo, intercambio e
conservacao de recursos genéticos. Estas técnicas possuem pa;:
ticular importancia para espécies que aprgser}tam semente§ I
calcitrantes ou com baixo potencial germinativo, para especies

101



tantes no melhoramento genético de plantas. A obtencdo ¢
plantas a partir de tecidos hapléides, seguida da duplicacdo g
ndamero cromossdmico através do tratamento com colchicin
possibilita a obtencao de linhagens homozigotas em curto esp;

¢do necessérias no melhoramento convencional. ,

A produgao de sementes sintéticas a partir de embri
somaticos oferece varias vantagens para a propagagéo de esp
cies frutiferas nativas, dentre as quais salienta-se que a prodt
¢do pode ocorrer ao longo do ano, sem o risco de perdas og
sionadas por adversidades climéticas, degradacdo dos biome
ataques de pragas e doengas e anos de baixa produgdo. Alér
disso, a tecnologia de sementes sintéticas permite com mais se
guranca a manutenc¢ao da identidade clonal do material mant
do em laboratério e a semeadura pode ser realizada diretamen
te no campo, dispensando a necessidade de estruturas para
aclimatiza¢do, sementeiras e viveiros. uf

A fusd@o de protoplastos de células sométicas vegetai
também apresenta um grande potencial para a combinacéo de
genomas de espécies sexualmente incompativeis. Através de
fusdo de protoplastos e posterior regeneragio de plantas sé
obtidos hibridos sométicos de espécies ou géneros distintos qu
sdo polipléides artificiais. Na fruticultura estes polipléides po
dem ser utilizados como porta-enxertos. l

4 Consideragdes finais

Embora haja eminente importancia das frutiferas nativas
da Amazonia, verifica-se que ainda existem poucos estudos
com aplicagbes de técnicas de cultura de tecidos na domestica:
¢do e melhoramento destas espécies. Os trabalhos tém se co .
centrado praticamente no desenvolvimento de protocolos para
0 estabelecimento de plantas in vitro, e alguns poucos trabalhos
com embriogénese somética, resgate de embrides imaturos €
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frutiferas lenhosas, como € o caso das nativas da Amazonia. A

desinfestacdo e a oxidagao fenélica representam um dos mais
sérios problemas, durante a fase de estabelecimento da cultura
i vitro de explantes de espécies lenhosas.

estudos de protocolos de germinagao de graos de pdlen como
] yporte aos programas de melhoramento genético.

Nao obstante a realidade e eficacia das técnicas da cultura

de tecidos, é importante ressaltar que algumas dificuldades ba-

. W, ~ . 7 %
icas devem ser superadas para implementacao satisfatoria em

Tipos adequados de explantes retirados em épocas apro-
priadas podem contribuir por apresentar menor teor endégeno
de fendis nos tecidos e, com isto, menor oxidagdo. Da mesma

" forma, menores danos fisicos e quimicos no momento da exci-

sao e desinfestacdo podem contribuir para minimizar o proble-
ma de oxidagao. Além disso, a adigdo de compostos antioxidan-
tes como cisteina, acido ascérbico e adsorventes como carvao
ativado e PVP pode ser decisiva na prevencao a oxidagdo, a
qual é mais acentuada nas fases iniciais de cultivo (Santo.s et
al., 2001). Associado a isto, com o cultivo em baixas intensida-

~ des luminosas, bem como a substitui¢édo freqiiente do meio de

cultura, as chances de se obter sucesso no estabelecimento e cul-
tivo de explantes de espécies lenhosas sao bastante elevadas.
Outro aspecto importante a ser ressaltado diz respeito ao
reduzido ntmero de espécies frutiferas nativas da Amazonia
que tem sido alvo de estudo e aplicagdo das técnicas de cultu-
ra de tecidos. Estas espécies resumem-se praticamente aquelas
cujos programas de melhoramento estdo em estagio mais avan-
cado. Desse modo, verifica-se que ainda existe vasto campo de
estudo a ser explorado e uma deficiéncia significativa de técni-
cas e informagdes que permitirdo o avango na domesticagao e

melhoramento dessas espécies.

5 Agradecimentos

Os autores agradecem o apoio financeiro e as bolsas con-
cedidas pela Universidade Federal de Roraima, Embrapa Ro-
raima, CAPES, CNPq e FEMARH.

103



6 Referéncias

AKRAM, M; AFTAB, F. High frequency multiple shoot for
tion from nodal explants of teak (Tectona grandis L.) induce,

thidiazuron. Propagation of Ornamental Plants, Sofia, v.;
2, p. 72-75, 2008. ,

ANDRADE, S. R. M. Principios da cultura de tecidos v
Planaltina: Embrapa Cerrados, 2002. 14 p.

ANTONIO, 1. C. I vitro germination of cupuassu [Theob.ﬂ
grandiflorum (Willdenow ex Sprengel) Schumann] pollen gr;
Cientifica, Jaboticabal, v.32, n.2, p-101-106, dez. 2004.

Anuério Brasileiro de Fruticultura. Panorama. Editora Gaze
2008. 136p.

AULER A.S; WANG X.; EDWARDS, R. L.; CHENG, H.; CR
TALLL O. S.; SMART, P. L.; RICHARDS, D. A. Palaeoenvi 'C
ments in semi-arid northeastern Brazil inferred from high p:
cision mass spectrometric speleothem and travertine ages a
the dynamics of South American rainforests. Speleogene
and Evolution of Karst Aquifers, Ucrania, v.2, n.2, p- 1-4, 20!

BASTOS, L. P.; MOREIRA, M. J. S.; COSTA, M. A. P. C,'
CHA, M. C; HANSEN, D. S,; SILVA, S. A.; DANTAS, A. 1
V. L; SOUSA, C. S. Cultivo in vitro de mangabeira (Hancorn
speciosa). Revista Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, V.
supl.2, p. 1122-1124, jul. 2007. :

BOREM, A. Biotecnologia Aplicada ao Melhoramento de Es
cies Silvestres. In: BOREM, A.; LOPES, M. T. G.; CLEMEN:
C. R. Domesticagao e Melhoramento de Espécies Amazonica
Ed. UFV. Vigosa: UFV, 2009. 117-163p.

CHAGAS, E. A.; PASQUAL, M.; DUTRA, L. F,; SILVA, A. B
CAZETTA, J. O.; SANTOS, F. C.; CARDOSO, P. Desempenh
de diferentes estadios embrionarios no cultivo in vitro de embri
Oes de ‘Péra Rio’ x ‘Ponca’. Revista Brasileira de Fruticultura
Jaboticabal, v. 25, n. 3, p- 523-525, dec. 2003a.

104

GAS, E. A.; PASQUAL, M.; RAMOS, J. D.; CARDOSO, P,;

o>

A 7ETTA, J. O.; FIGUEIREDO, M. A. Development of globular

—bryos from the hybridization between ‘Péra Rio’ sweet or-
' eand ‘Ponca’ mandarin. Revista Brasileira de Fruticultura,

éboticabal, v. 25, n. 3, p. 483-488, dec. 2003b.

: ; UAL, M,;
AS, E. A; PIO, R; CHAGAS, P. C; PASQUAL, M,
] I}—gliég J. E. B. Composicdo do meio de cultura e cond}goes am-
'ientai’s para a germinacao de porta-enxertos de pereira. Cién-
cia Rural, Santa Maria, v. 40, n. 2, p. 261-266, feb. 2010.

CHAGAS, E. A.; BACELAR-LIMA, C. G,; CARVALHO, A. S,
RIBEIRO, M. . G.; SAKAZAKI, R. T.; NEVES; L. G Propa.ga-
cao do camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) Mcvaugh). Revista
Agro@mbiente, Boa Vista, v. 6, n. 1, p. 67-73, jan./abr. 2012.

DONADIO, L. C. Native fruits of Brasil. Acta Horticulturae,
Leuven, v. 1, n. 370, p. 109-112, sept. 1995.

DUHEM, K.; MERCIER, N. Données nouvelles surl’ induction

et le développement d’ embryons somatiques chez Theobrona

cacao L. Café Cacao Thé, Paris, v. 33, n. 1, p. 9-14, 1989.

ENGELMANN, F.; ENGELS, J. M. M. Technologies ancli
Strategies for ex situ conservation. In: ENQELS, J. M. M. etal.
(Eds.). Managing Plant Genetic Diversity. Oxford: IPGRI,

2002. 89-103p.
ERIG, C. A.; SCHUCH, M. W. Estabelecimento in vitro de plan-

tas de marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.) cultivares MC, Adang e
Portugal. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 8, n. 2, p.107-115, 2003.

FERNANDES, A. R. F.; CARVALHO, J. G.; MELO, P. C. Efeito
do fésforo e do zinco sobre o crescimento de mudas do cupua-
cuzeiro (Theobroma grandiflorum Schum). Cerne, Lavras, v. 9, n.

2, p. 221-230, dez. 2003.

FERREIRA, M. G. R.; CARDENAS, F. E. N.; CARVALHO, C. H
S.; CARNEIRO, A. A.; FILHO, C. F. D. Indugéo de calos. erpbrlo—
génicos em explantes de cupuaguzeiro. Revista Brasileira de
Fruticultura, Jaboticabal, v. 26, n. 2, p. 372-374, aug. 2004.

105



FERREIRA, M. G. R,; CARDENAS, F. E. N.; CARVALHO,
S.; CARNEIRO, A. A.; DAMIAO FILHO, C. F. Desenvolys
to de calos em explantes de cupuacuzeiro (Theobroma gran,
rum Schum) em fungdo da concentracao de auxinas e dog

liquido. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v,
3, p. 473-476, dec. 2001.

i i i f shoots from
ANICK, J.; WHIPKEY, A. Axillary prol%feranon 0 i
"‘:tl;llledon]ary nodal tissue of cacao. Revista Theobroma, Ilhéus,

15, 1. 3, p. 125-131, jul./sept. 1985.

; ity development of zy-
KONONOWICZ, A. K; JANICK, J. In vitgo .
tK(gic embryos of Theobroma cacao. Journal of the American So-
fiety of Horticultural Science, Alexandria, v. 109, n. 2, p. 266-

269, 1984.

LEDO, A. S.; LAMEIRA, O. A.; BENBADIS, AL K. Explantes c!e
cupuacuzeiro submetidos a diferentes Condlgf)es de cultura g1
vitro. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 24, n. 3,
p. 604-607, dez. 2002.

LEDO, A.S.; LAMEIRA, O. A.; BENBADIS, A. K, MENEZES, I
- C.;LEDO, C. A.S;OLIVEIRA, M. S. P. Cultu.ra n vitro d.e embri-
Oes zigoticos de agaizeiro. Revista Brasileira de Fruticultura,
Jaboticabal, v. 23, n. 3, p. 468-472, dez. 2001.

FERREIRA, M. G. R;; CARDENAS, F. H. N.; CARVALHQ
H. S. C; CARNEIRO, A. A.; DANTAS FILHO, C. F. Resy
ta de eixos embrionarios de cupuacu (Theobroma grand;
Schum.) a concentracao de sais, doses de sacarose e renova
do meio de cultivo. Revista Brasileira de Fruticultura, Jabot
bal, v. 24, n. 1, p. 246-248, abr. 2002.

FERREIRA, M. G. R; SANTOS, M. R. A.; BRAGADO, A. C,
Propagacao in vitro de Cupuacuzeiro: desinfestacdo de expl
tes florais. Saber Cientifico, Porto Velho, v. 2,0.2,p.3
A0 LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially-feasible micropropta-
FERREIRA, M. G. R.; SANTOS, M. R. A.; SANTOS, E. R; R gation of mountain laurel, Kalmia latifolia, by use of shoot tip

CHA, J. F.; CORREIA, A. O. Desinfestagao de explantes radic culture. Proceedings International Plant Propagator’s Society,
lares de bacurizeiro (Platonia insignis Mart.). Saber Cien Ashville, v. 30, p.421-327, 1981.

MITRA S. K. Important Myrtaceae fruit crops. Acta Horticul-
turae, Leuven, v.1, n. 849, p. 33-38, jan. 2010.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium f01t rapi.d
growth and bioassays with tabacco tissue culture. Physiologia
Plantarum, Lund, v. 15, n. 3, p. 473-497, jul. 1962.

GARCIA, J. L.; TRONCOSO, J.; SARMIENTO, R.; TRONCOS
A. Influence of carbon source and concentration on the in vif
development of olive zygotic embryos and explants raised fro
them. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.
n. 1, p. 95-100, april. 2002.

‘ . : . M.; SOARES, G.
GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagaca NOGUEIRA, R. C;; PAIVA, R'AOI%I“;E,HEQ’I\% N
In: TORRES, A. C; CALDAS, L. S.: BUSO J. A. Cultura de te A.; SOARES, F. P.; CASTRO, A. de murici-pequeno. Ciéncia
cidos e transformagao genética de plantas. Embrapa-SPI: Em cao de calos em explantes foliares de mu6 37}5 q ; /;;br i
brapa-CNPH, v. 1, p. 99-169, 1998. | e Agrotecnologia, Lavras, v. 31, n. 2, p. 366-370, mar. /abr.

GUTIERREZ—ROSATI, A.; ROJAS, E. I; MICKY, M.; RODRI- | OLIVEIRA, M. S. P, MAUES, M M.; KAL['Jtl\iA]f),sl\cliLe/:gfiLZ;gz-
GUEZ, M. Avances em la introduccién de genotipos de camt bilidade de.Pélen g B s 1 vltrol = g1e5non Ii 27-33, jan./
camu (Myrciaria dubia H.B.K. Mc Vaugh). Folia Amazonica, | Acta Boténica Brasileira, Sdo Paulo, v. 15, n. 1, p. ’
Lima, p.57-60, 2006. ‘ abr. 2001.

2

9

107
106



IVA, R; NOGUEIRA, G. F; SOARES, F. P;
nese direta em explantes de inga-
DC.) T.D. Penn.). Revista
v.5, supl.2, p. 723-725,

PASQUAL, M. Introdugao a cultura de tecidos: funda N, V. C PA )
basicos. Lavras: UFLA/FAEPE. 2001, 97p. ARTINOTTO, C. Organoge

1 vera Willd. subsp. affinis (
PEREIRA, J.E.S.; MACIEL, T. M. S.; COSTA, F. H. S.; i f.l(géﬂde Biociéncias, Porto Alegre,’
M. A. A. Germinagao in vitro de embrides zigoticos de m - -
ru (Astrocaryum ulei). Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras,
n. 2, p. 251-256, mar./abr. 2006. \

RAMOS, J. D.; PASQUAL, M.; PIO, L. A. S.; CHAGAS,
PIO, R. Stigma receptivity and in vitro citrus pollen grain
mination protocol and adjustment. Interciéncia, Caracas,
p-51-55, 2008.

SANTOS, M. R. A.; FERREIRA, M. G. R.; CORREIRA, A. (
ROCHA, ]. F. In vitro establishment and callogenesis in s
tips of peach palm. Revista Caatinga, Mossor6, v. 23, n.
40-44, jan./mar. 2010. ;

SANTOS, R. B,; PAIVA, R.; PAIVA, P. D. O.; SANTANA,
F. Problemas no cultivo in vitro: cultura de tecidos. Paix
Paiva, Lavras: UFLA, v.9, p.73-79, 2001.

SATO, A. Y.; DIAS, H. C. T.; ANDRADE, L. A.; SOUZA,
Micropropagacao de Celtis sp: controle da contaminagao e @
dagao. Cerne, Lavras, v.7, n. 2, p. 117-123, dez. 2001.

SILVA, A. L. L; FRANCO, E. T. H,; BISOGNIN, D. A.; DO
NELLES, E. B.; WALTER, J. M. Efeitos do nitrato de amodnia
multiplicagdo e regeneracdo de gemas laterais de Dyckia ma
tima Baker - Bromeliaceae. Revista Brasileira de Agrociénc
Pelotas, v. 11, n. 3, p. 369-371, jul./set. 2005.

SONDAHL, M. R;; LIU, S.; BELLATO, C.; BRAGIN, A. Caca
somatic embryogenesis. Acta Horticulturae, Wageningen,
336, v.1, p.245-248, april. 1993. '

SOUZA, J. A.; SCHUCH, M. W.; SILVA, L. C. Efeito do tipo de
ramo e do regime de luz fornecido a planta matriz no estabele:
cimento in vitro de aragazeiro cv.”Irapua. Ciéncia Rural, Sant?
Maria, v. 36, n. 6, p. 1920-1922, nov./dez. 2006.

processo de cultivo in vitro de

GIXEIRA, J. B. Limitagoes a0 enéticos e Bio-

<pécies lenhosas. Brasilia; Embrapa-Recursos G
nologia, 2001. |
I G. A.; VENTURIERI, G. C. Calogénese do hibri-
orandi orum x T. obovatum (Sterculiaceae). Acta

azonica, Manaus, v. 34, n. 4, p. 507-511, oct./dec. 2004.

108

109



