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Resumo: O tucuma-do-para (Astrocaryum vulgare Mart.) é uma palmeira oleaginosa que apresenta
potencial para a industria de biocombustiveis. Devido ao longo periodo de germinacao das sementes,
a obtencdo de mudas em grande quantidade ainda n3ao é possivel pelos métodos tradicionais de
propagacao. Este trabalho objetivou o cultivo in vitro de embrides zigéticos de tucuma-do-para
excisados de frutos imaturos para a inducdo a embriogénese somadtica. Frutos imaturos foram
coletados e, ap6s o processamento, os embrides foram inoculados em meio de cultura MS com 4
concentragdes de picloram: 0; 120; 240 e 360 BM. Apds 90 dias, verificaram-se porcentagens de
viabilidade superiores a 80% para todos os tratamentos, inducdo de estruturas semelhantes a
embriGes somaticos superior a 50% em meio de cultura com picloram e maior crescimento do
explante na concentragao de 120 BM, diametro médio superior aos demais. Houve somente
formacao de plantulas em meio de cultura livre de regulador de crescimento. O cultivo in vitro de
embrides zigdticos de tucuma-do-para é viavel, gera plantulas apds 90 dias de cultivo em meio de
cultura sem regulador de crescimento e os embrides excisados de frutos imaturos sao induzidos a
estruturas semelhantes a embrides somaticos pela acdo do picloram a partir de 120 BM via
embriogénese somatica. O método de assepsia adotado propicia isenc¢do total de contaminacgdes.

Palavras-chave: Assepsia, fitorregulador, micropropagagao
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Introdugao

O tucuma-do-pard (Astrocaryum vulgare Mart.) pertence a familia Arecaceae, é nativo da
regido amazobnica e, além dos seus usos mais tradicionais de 6leo e polpa comestiveis, apresenta
grande potencial para a industria de biocombustiveis. Entretanto, seu cultivo em escala ainda nao é
vidvel devido a dificuldade na obtencdo de mudas, ja que a germinacdo das sementes é muito lenta
(NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2011). Além disso, o processamento dos frutos maduros para a obtencgao
das améndoas a serem semeadas é muito laborioso. Adicionalmente, para que os trabalhos de
melhoramento genético dessa oleaginosa possam avancar mais rapidamente, é importante que haja
um método de propagacdo consistente para a obtencdo de plantas oriundas de parentais
selecionados visando ao teste de progénies. Neste sentido, as técnicas de cultura de tecidos podem
ser bastante Uteis por meio do cultivo de embrides zigdticos e pela inducdo e regeneracdo de plantas
embriogénese somdtica, o que multiplicaria o nimero de plantulas obtidas ao término do processo
(STEINMACHER et al., 2013). Assim, este trabalho objetivou o cultivo in vitro de embrides zigdticos de
tucuma-do-pard excisados de frutos imaturos visando a regeneracdo de plantas via embriogénese

somatica.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos da
Embrapa Amazénia Oriental, Belém-PA. Frutos de tucuma-do-para foram coletados quando ainda
verdes, na fase em que o endosperma da améndoa esta totalmente solidificado, porém, a superficie
da améndoa ainda ndo aderiu as paredes internas do endocarpo. Foi observado durante o
monitoramento da matura¢ao dos frutos que esta fase ocorre por volta dos cinco a sete meses apds
a antese. Os frutos verdes foram entdo levados para o laboratdrio, onde foram individualmente
envolvidos em tecido espesso de algoddo e cuidadosamente quebrados com um martelo. As
améndoas foram retiradas e transferidas imediatamente para uma solu¢do de hipoclorito de sddio
comercial a 10%, 5 gotas de detergente/L e dgua nao destilada. Em seguida, foram enxaguadas para a
retirada de sedimentos, transferidas para um béquer de 2L e imersas durante 20 minutos em uma
solugdo de hipoclorito de s6dio comercial a 20% e agua destilada. Transcorrido o tempo, o béquer foi
coberto com uma folha de papel aluminio, drenou-se a solucdo e transferiu-se o conjunto para

camara de fluxo laminar apds a assepsia superficial com alcool etilico 70%. Os embrides zigdticos
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foram excisados das améndoas por meio de cortes superficiais sobre e ao redor do poro germinativo
e mantidos em dgua destilada autoclavada até a submissdo a assepsia. Para simplificar o processo e
para que o tempo de assepsia fosse igual para todos, os embrides zigéticos foram postos em um
infusor esférico de cha de ago inoxidavel e fez-se a imersdao em alcool etilico 70% por 1 minuto,
seguida da imersdo por 20 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio comercial a 10% (v/v), 1 gota
de surfactante Tween 80 para cada 100 ml de solugdao e agua destilada autoclavada, com leve
agitacdo a cada 5 minutos. Apds esse periodo, fez-se a triplice lavagem pela imersdo em agua
destilada autoclavada, por cerca de 1 minuto por lavagem. Em seguida, os embrides zigdticos foram
inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) previamente preparados, suplementados com
30 g/L de sacarose, 200 mg/L de acido ascérbico, 0,22% de Phytagel (p/v) e 0,3% de carvdo ativado
(p/v). Os tratamentos consistiram em 4 concentragdes de picloram no meio de cultura: 0; 120; 240 e
360 M. O pH do meio foi ajustado para 5.8 com solucgdo diluida de NaOH e HCl. Foram utilizados
cerca de 40ml de meio de cultura por frasco. A autoclavagem foi feita por 20 minutos a 121°C. Apds a
inoculagao, os embrides somaticos foram mantidos em camara tipo B.O.D., na auséncia de luz e a
temperatura de 25°+2C. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
4 tratamentos e 8 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por um frasco contendo 5 embriGes
zigodticos. Apds 90 dias, foram avaliadas, em todos os tratamentos, a porcentagem de viabilidade
(representando os embrides vivos e que apresentaram qualquer forma de desenvolvimento) e
porcentagem de inducdo de estruturas semelhantes a embrides somaticos (embrides zigdticos com
estruturas de embrides somdticos visiveis). Adicionalmente, para a testemunha, foi avaliado o
comprimento da parte aérea e da raiz primdria; para os tratamentos contendo picloram, foi avaliado
o didametro final do explante. A andlise estatistica foi realizada com software Assistat e aplicou-se o

teste de Tukey para a comparacdo de médias a 5% de significancia.

Resultados e Discussao
As médias dos principais parametros analisados estdo sintetizadas na Tabela 1. Vale ressaltar
gue a contaminacdo foi zero para todos os tratamentos, indicando a eficiéncia da assepsia. Quanto a
porcentagem de viabilidade in vitro dos embrides zigbticos, todos os valores foram iguais ou
superiores a 80%, nao havendo diferenga estatistica entre si. A viabilidade in vitro, aqui definida

como o desenvolvimento do embrido para qualquer forma (plantula, calos embriogénicos ou calos
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nao embriogénicos), indica que os embrides zigbticos ja estdo formados, ainda que o fruto nao tenha
completado sua maturagao morfoldgica, estando, portanto, aptos para o uso em técnicas de cultura
de tecidos. A fase do fruto imaturo em que a améndoa estd bem formada, porém ndo aderida ao
interior do endocarpo é conveniente por dispensar o laborioso e longo processo de despolpamento e
secagem. E de relativamente fécil identificacdo no campo pela quebra de alguns frutos verdes do
cacho, apresentando, porém, a limitacdo de que seu periodo médio de duracdo ainda ndo foi
determinado. Rodrigues et al. (2013), trabalhando com a espécie Astrocaryum aculeatum,
encontraram uma viabilidade de 90% para embrides advindos de frutos imaturos e de menos de 3%

os advindos de frutos maduros.

Tabela 1: Médias da % de Viabilidade, % de Indugcdo de embriogénese somatica e Diametro médio dos explantes
induzidos a embriogénese somatica (cm) de tucuma-do-para (Astrocaryum vulgare Mart.).

Concentracao de

. % Viabilidade % Inducao de ES Diametro médio (cm)
picloram (uM)
0 850 + 17,7 a* 00+ 00 Db - - - -
120 900 + 10,7 a 725+ 183 a 127 £ 0,12 a
240 825 + 128 a 600+ 262 a 096 + 007 b
360 80,0 = 151 a 550+ 278 a 092 + 0070
CV% = 16,98 45,16 8,36

* médias com letras minusculas iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si.

Em relagdo a porcentagem de indugdao de embriogénese somatica, observou-se que nao houve
diferenca estatistica entre as concentra¢des acima de zero, porém, o maior valor foi verificado na
concentracdo de 120 @M de picloram (72,5%) e o menor, na concentra¢dao de 360 BIM (55,0%). O
diametro médio dos tecidos formados também foi maior com 120 BIM, havendo diferenca
significativa deste tratamento em relagdao as concentragdes maiores, que ndo diferiram entre si.
Segundo Steinmacher et al. (2013) acredita-se que o picloram é o analogo de auxina de maior efeito,
e, dependendo da cultura e da origem do explante, as concentra¢des podem variar desde 10 BM a
mais de 300 M, sobretudo quando ha carvao ativado no meio de cultura, havendo a necessidade de
se testar diversas concentracdes para cada fim desejado. A testemunha nado foi analisada para este
ultimo parametro, ja que os embrides zigdticos desenvolveram-se diretamente em plantulas. Seu
comprimento da parte aérea foi de 4,15% 0,8 cm e o da raiz primaria, de 0,63 +0,2 cm apds os 90 dias

de inoculacdo. Considerando as baixas taxas de germinacdo ex vitro das sementes de tucuma-do-
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pard, as quais podem chegar a até dois anos, (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2011), o cultivo de embrides
zigbticos imaturos é uma promissora alternativa para contornar os entraves que ocorrem na
macropropagacdo, sendo necessario, contudo, estudos adicionais para o estabelecimento de

protocolos completos de multiplicacdo até o estdgio de obtencao de plantas aclimatizadas.

Conclusdes
A formacdo de plantulas pelo cultivo in vitro de embrides zigéticos de tucuma-do-pard é vidvel
em meio de cultura sem adicdo de regulador de crescimento.
EmbriGes excisados de frutos imaturos sdo induzidos a embriogénese somdatica pela acdo do
picloram em concentragao a partir de 120 BIM com estruturas semelhantes a embrides somaticos.

O método de assepsia adotado propicia a isencdo total de contaminacdes.
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