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MELHORAMENTO DE PLANTAS DE INTERESSE ECONOMICO PARA A REGIAO |
S AMAZONICA ATRAVES DE TECNICAS "IN VITRO"

Oriel Filg ueira de Lemos
Osmar Alves Lameira’
- lmarina Campos de Menezes
" Milton Gunlherme da C. Mota®
~ Seibi Oka*.
Takeo Saito‘. o
Masatoshi Sato*

Resumo: No pmjeto “Melhoramento de plantas de interesse econdmico para a reglao
amazénica”, através de técnicas “in vntro estio sendo desenvolvndos métodos de propagagéo
clonal, obtenc;.éo 'de variagio somacional e suspensao de celulas de espec:es vegetals :nsetlcldas.
medicinais, condimentares e frutiferas. Foram estidados procedimentos de assepsia de material
vegetal pfovenié\ntede campo. meios bésicos de cultivo, e CBnCEﬁtréééés e é:timbiﬁa¢6eé’ de
fitdrfe'guladoreé para’ obtengdo’ de - protocolos. ‘Dentre ‘ os’ trabalhos desenvolvidos estdo a
propagagao clonal através de apice caulinares e segméhtoé nodais, obtengédo ’de;cal'o,mforimagéb.;
de embrides somaticos e teste de gérminat;éd “in vitro”. Na micropropagaq:éo;do bacuri (Platonia
insignis) e castanha-do-brasil (Berfofletia excelsa) os resultados nio s3o conclusivos. A'Igu‘mas"'
espéciesl como pimentado-reino =(P.']oer nigrum) e ipeca (Cephaelis ipebacuahha) séo facilmente
propagadas utilizando-se segmentos nodais e apices caulinares. 'Uma das .dif culdades - "

encontradas f0| ] estabelemmento de um metodo e‘r“ cnente de assepsm do matenal provemente do

+
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F '(1 - -

campo.

! Eng. Agr. M.Sc., EMBRAPA - CPATU. Caixa Postal 48, CEP 66.017-970, Belém, PA."
Eng Agr., EMBRAPA - CPATU,
Eng Agr., Ph.D., EMBRAPA - CPATU;
* Consultor da Japan International Cooperation Agency - JICA. Av. Nazaré 272, Sala 105, Ed. Clube de Engenharia, CEP
66.035-170. Belém, PA.
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IMPROVEMENT OF ECONOMICALLY IMPORTANT PLANTS TO THE AMAZON
REGION THROUGH “IN VITRO” TECHNIQUES

Abstract: The objective of this project is to develop tissue culture techniques to provide decisive
aid to the programs of Genetic Improvement and Germoplasm Conservation, as well as to discover
efficient micropropagation systems for fruit, medicinal and condiment-producing species. In the
project: Improvement of plants economically important to the Amazon region through “In vitro”
techniques are being developed for clonal propagation, on obtention of somal variation and cell
suspension of different plants: insecticides, medicinal, condiments and fruit species. For such,
methods have been studied as to assepsia of plant material coming from the field, basic cultivation
methods, concentrations and combinations of phytoregulators to obtain protocols. Within the work
developed, there are studies on clonal propagation through stem tips and nodal segments, “callus”
obtention, somatic embryo formation and “in vitro” germination tests. Results have not been
conclusive for micropropagation of bacuri ( Platonia insignis) and Brazilnut (Bertholletia excelsia).
Some species, such as black pepper (Piper nigrum) and ipeca (Cephaelis ipecacuanha) are easily
propagated using nodal segments and stem tips. One of the difficulties encountered has been to

establish an efficient method for providing assepsia of material brought in from the field.

Objetivo

Este projeto tem como objetive desenvolver técnicas de cultura de tecidos que auxiliem, de
maneira decisiva, os programas de melhoramento genético & de conservagado de germoplasma, assim

como sistemas eficientes de micropropagacao de espécies frutiferas, medicinais e condimentares.

Justificativa

Algumas espécies medicinais, inseticidas e frutiferas, que ocorrem na Amazonia,
apresentam grande potencial para exploragio econdmica. Entretanto, nao se dispde de informagdes sobre
a reprodugdo, a propagacao e, principalmente, sobre o sistema de cultivo racional, pois a exploragéo &

feita basicamente através de extrativismo. Esses aspectos, aliados & expansido da fronteira agricola ¢ a
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forte demanda por seus produtos, tém provocado devastagdo de areas de ocorréncia natural dessas

espécies, com ameaga de eros3o genética e extingio de parte da biodiversidade existente.

Nésse aspecto ‘hé necessidade de uma a¢§o rapida ﬁ_o sentido de desenvolver técnicas
de domesticagdo, sistema de cultivo, preservagio de germopl.asma e ltrabalho de metlhoramento
genético que possam colocar a disposigdo do setor produtivo, material de grande potencial para cultivo.
As técnicas desenvolvidas dentro da biotecnologia, que envolve propagagac através de segmento de
tecido, suspensio de células e obtengado de hibridos somaéticos, surgem como alternativas promissoras,
tanto para propagagio em larga escala de plantas sadias, quanto para auxiliar em programas de
melhoramento genético. O desenvolvimento de sistema de regeneracgao de plantas eficiente dependeré,

dentre outras coisas, de método eficiente de assepsia, diferénciac;éo e aclimatagao de plantas.
Resultados parciais

Considerando-se a biotecnologia de plahfaé uma alternativa promissora, tanto para
micropropagagao de plantas quanto para éuxiliar programas de melhoramento genético vegetal, foram
executadas atividades de pesquisa visandc desenvolver protocolos para micropropagagéo, exploraqéo
da variagdo somaclonal e obtengio de suspensao de células, envolvendo as seguintes eépécies: timbé
(Derris urucu), quina (Quassia amara), ipeca (Cephaelis'ipecacuanha) pimenta-do-reino (Piper nigrum)'
castanha-do-brasil (Bertho!fetra excelsa), bacun (Platoma insignis), urucu (B:xa orellana), guarana

(Pauﬂm:a cupana) e agai (Euterpe oleracea)

- Timbo

Otimb6 é uma planta amazdnica usada, principalmente, pelas populag:oes ribeirinhas, na
captura de peixes. Este uso deve-se, partlcularmente pela rotenona contida nas raizes de plantas do.
género Derris. Mais recentemente, o timb6 vem sendo usado para o controle de pragas de lavoura, o
que constitui uma alternativa t;e uso como inseticida, por ser potenciaimente tao eficaz quanto outros
produtos sintéticos. Objetivando a substituigio do extrativismo desta espécie, estdo sendo conduzidos

estudo_é para a domesticagdo do timbo.
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Neste contexto estao sendo desenvolvidos testes. de micropropagagdo para obtengéo’
rapida de material clonado, para posterior estudos ﬁsiolégicos e agrondmicos. Para propagagao do timb6
em Iaboraténo o problema crucial é o elevado indice de contamlnagéo de explantes em cultura,

provementes de plantas cresmdas diretamente no campo

. Nos experimentos utilizaram-se folhas novas e segmentos jovens de caule, como explantes,
provenientes de plantas do Banco de Germoplasma do CPATU. Para assepsia dos explantes foram.
realizados varios testes utilizando-se detergente e lavagens em agua comente, choque térmico em
temperaturas de 50°C e 5°C, imers&o em solucéo de hipoclorito de sodio (NaClO) a vérias concentragéesl
e tempo, imersio em solugdo de sulfato de estreptomicina (10 mg/100 ml H;O) e tratamento das plantas

em campo, antes da retirada dos explantes, com solugfo de benlate a 200 ppm. . ' SRV

As respostas observadas quando do uso de choque térmico e imerséo dos explantes em
solugédo de hipoclorito de sédio a 1,0; 2,0; 3,0 e 3,5% de cloro ativo, durante 10, 15, 20 é 30 minutos,
~ respectivamente, foram de contaminagso total. Porém, quando as plantas do campo foram tratadas, antes
da retirada dos explantes, com solugdo de benlate, & esses explantes lavados previamente em agua
destilada com detergente em aparelho _ultra.s'ohic, em seguida tratadbs com solu¢do de hipoclorito de
sodio, a diferentes tempos de duragdo, e imersos em solugdo de sulfato de estreptomicina e acido

ascorbico, apresentaram respostas conforme mostra a Tabela 47. . |

TABELA 47 - Efeito da ag&o de hipoclorito de sédio (NaCIO a 1%) a diferentes tempos .
de imersao, para assepsia de explantes de timbé apés quinze dias de

cultura.

Tempo imersio - Explante n&o-contaminado
(min) R &)
S0 S 3,03
30 B - 54,54

Esses resultados indicaram que existem grandes dificuldades em obter expianteé'

assépticos para iniciar ‘as etapas subseqllentes de estabelecimento de protocolo para
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mtcropropagagao Ressalta—se que quanto malor a concentragao ou o tempo de imersdo dos
explantes em soiugéo de hlpoclonto de 86d10 maiores sdo 0s danos observados nos tecidos e,

conseqUentemente, as respostas desses a-agBo de meios de cultura com reguladores de-
crescimento tém sido prejudicadas. Observou-se raro éxito para emissdo de brotos. Portanto, &
necessaria, para superar essa primeira etapa (assepsia de explantes), a condugdo de plantas

matrizes em casa-de-vegetagdo sob condigbes controladas e com tratamentos fitossanitarios.

- Quina

A espécne quina é uma planta arbustlva comum na Aménca Troprcal que tem como
prlnc[plo attvo a quassina, alcaléide de acéo msetlmda e blodegradével Estéo sendo reahzados
estudos visando & sua domest:cagéo e estabelec:lmento de 5|stema de cu!tlvo Uma das etapas dos

estudos com esta espécie € a de estabelecer o protocolo de mlcropropagaqao para obtengéo r‘:_iptd&a_r

de mudas.

_ Para assepsua dos expiantes obtldos de mudas e de ptantas crescndas dlretamente
: no campo estes foram Iavados em égua por vénas vezes e imersos elrﬁ e';lcool 70%, por cmco‘
segundos segu1do de tratamento com h1poclonto de séd:o a vénas concentragﬁes e tempo de
|mers§o com posterlor Iavagem em agua destllada autoclavada e lnoculac;éo em melo de cultura sob

'cémara de fluxo laminar.

: As Tabelas 48 e 49 mostram os resultados de dois experimentos para assepsia de-
explantes, porém no segundo experimento (Tabela 49), antes da imers3o em hipoclorito de sédio, os

explantes foram lavados com &gua destilada autoclavada e detergente em aparelho ultrasonic. -

TABELA 48 - Efeito da agdo de hipoclorito de so6dio (NaClO a 1%) a diferentes
tempos de imersdo, para assepsia de explantes de quina apés dez
dias de cultura.

Tempo imerséo Explante ndo-contaminado
{min.) (%)
10 35,0
20 _ 68,0
30 ' 75,0
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TABELA 49 - Efeito da agdo de hipoclorito de sddio (NaClO a 1%) a diferentes

tempos de imersédo, para assepsia de explantes de quina apés quinze
dias de culturas.

Tempo imerséo Explante n&o-contaminado
(min.) (%)
20 66,67
30 86,67

Nesses experimentos observou-se que quanto maior o tempo de imersio dos
explantes, em solugéo de hipoclorito de sddio, maior a eficiéncia de assepsia, porém, maibres sdo os
danos nos tecidos. Por conseguinte, a obtengdo de plantas matrizes sob casa-de-vegetagdo, com
tratamentos fitossanitarios, certamente minimizard esse problema e tornara mais eficiente o

processo de assepsia.

Os explantes ndo-contaminados foram transferidos para meio BS (Gamborg et al.,
1968), suplementado com BAP 2,5 mg/l, no qual alguns explantes emitiram brotagbes. Qutrossim,
quando foram transferidos para meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com varias
combinagdes de 8-benzilaminopurina (BAP 1,0; 5,0 e 10,0 mg/l) e 4cido naftalenoacético (ANA 0,1;
0,5 e 1,0 mg/l) induziram calos (Fig. 77). Entretanto, ao submeter os calos a0 mesmo meio, mas
apenas com BAP (1,0; 5,0 e 10,0 mg/l) ndo favoreceram diferenciagao, assim como, apds cerca de
45 dias, ap6s serem transferidos para novo meio, metade da concentragio de sais basico MS (1/2
MS) suplementado com zeatina (0,0; 0,05; 0,1 e 0,5 mg/l), também nao permitiram diferenciagio dos

calos em plantulas via embriogénese ou organogénese.

200



FIG. 77 - Inducao de calos a partir de segmentos de caule de quina.

- Ipeca

A ipeca € uma planta herbacea nativa de regiées umidas. A principal caracteristica é a
formacao, nas raizes, de dois alcaldides (cefalina e emetina) usados em medicamentos. Devido ao
desmatamento e a coleta indiscriminada, a area de ocorréncia da espécie vem se reduzindo
gradativamente. Sao necessarios, dentre outros, estudos de propagacao rapida para viabilizar o
sistema de produgao racional. No trabalho de micropropagacao de ipeca foram usados segmentos

nodais e internodais de caule. A Tabela 50 mostra as médias de brotacées induzidas em diferentes

meios de cultura.
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TABELA 50 - Brotagdes emitidas em meio B5 suplementado com diferentes
concentragoes de BAP e cinetina, no estado semi-sélido ou liquido,
apos 35 dias de cultivo.

Meio de cultura Estado do meio Tipo de explante Média de brotagoes/explante
B5B 5' Semi-sélido seg. nodal 3.0
B5Bs Liquido seg. nodal 41
B5Ba Semi-sélido seg. nodal 1,0
B5Bao Liquido seq. nodal ‘ ' 23
BSK s Semi-sélido seg. nodal 20
B5K; 5> Liquido seg. nodal ' 2,9
B5K30* Semi-sélido " seg. nodal 3,0
BSKs3 ¢ Liquido seg. nodal 11
B5B; 5 Semi-sélido seg. internodal 55
B5B, 5 Liquido seg. internodal _ 6,2
B5B;, Semi-solido seg. internodal 1.1

" BSB3yg Liquido seg. internodal 3.1
B5K, 5 Semi-sélido seg. internodal 41
B5K; 5 Liquido ~ seg. internodal 1,0
B5K3,0 Semi-sdlido seg. internodal 1,3
B5Ks g Liquido seg. internodal 3,9

! Meto basico B5 {Gambeorg et al., 1968) suplementado com 1,5 mg/l de BAP (6-benzilaminopuirina)
Me:o basico B5 (Gamborg et al., 1968) suplementado com 3,0 mg/l de BAP (6-ben2|lam|nopur|na)
Melo basico B5 (Gamborg et al., 1968) suplementado com 1,5 mgfl de Cinetina ,
* Meio basico B5 (Gamborg et al., 1968) suplementado com 3,0 mg/l de Cinetina
Melhores respostas para indugédo de brotagdes foram obtidas em meio BS (Gamborg
et al., 1968) suplementado com BAP (6-benzilaminopurina) ou cinetina (6-furfurilfamino-purina) a 1,5
mg/l (Fig. 78), tanto no estado semi-sélido como liquido. Ressalta-se que explantes do tipo internodal

apresentaram maior niimero de brotagGes.
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FIG. 78 - Inducao de brotagdes a partir de segmentos nodais e internodais
de ipeca.

Para alongamento, brotagées com tamanho inferior a 1,0cm, foram transferidas para
meio B5 semi-sdlido, suplementado com acido giberélico (GA3; 0,0; 0,3; 0,5 e 1,0 mg/l). A Tabela 51
mostra as respostas obtidas, apds 36 dias de cultivo, quanto ao incremento de crescimento médio

dos brotos, utilizando-se 40 brotos por tratamento.

TABELA 51 - Crescimento de broto de ipeca em meio B5 suplementado com
diferentes concentracées de acido giberélico (GA;), apés 36 dias de

cultivo.
GA; (mgll) Crescimento médio (mm)
0,0 17,04
0.3 20,66
0,5 2266
1,0 26,95

203



Para essa etapa, a medida em que se aumentou a concentragéo de GA, (0,0 a 1,0
mg/l), maior foi o incremento de crescimento, mostrando que o &cido giberélico tem papel importante

no alongamento de brotos.

Os brotos com tamanho entre 1,0 cm e 2,0 cm foram transferidos para meio B5 semi-
sélido, carvio ativado 0,1%, suplementado com acido giberélicb (0,3 mg/l) combinado com &cido
naftalenoacético (ANA 0,1, 1,0 e 5,0 mg/l) ou &cido indolilbutirico (AIB 0,1, 1,0 e 5,0 mg/l) ou sem
auxina. Neste caso, como mostra a Tabela 52, apés 35 dias de cultivo, h4 tendéncia da combinagio
GA; e ANA ser mais eficiente para enraizamento, porém com menor nimero de raizes por plantula,
enquanto que na combinagio AlIB e GA; observou-se maior niimero de raizes por broto. Utilizando-
se somente GA; (0,3 mg/l) houve indugédo de raizes, mas com ndmero inferior as concentragdes de

AIB (0,1 a 5,0 mg/l) e ANA na maior concentragio (5,0 mg/l).

TABELA 52 - Resposta a indug¢ao de enraizamento de brotos de ipeca submetidos a
: meio B5 suplementado com acido giberélico (GA; 0,3 mg/l} combinado
a diferentes concentragbes dt_a ANA ou AIB apés 35 dias de cultivo.

Meio de cultura’  N®de broto enraizado N iig;;%géo' - N¥médio de raiz/broto
Testemunha® o/19 10/19 o 5,33
AIB g4 8/20 1220 _. 720
AlB 1o 5/19 1419 7,00 |
AlB 54 - '81197 | C11Me S . 115
ANA ;4 13m0 | 7120 4,20
ANA{o 919 119 525
ANAg, 520 15120 7,00

" Meio basico de B5 (Gamborg et al., 1968) suplementado com GA, e ANA ou AIB a 0,1; 1,0 ou 5,0 mo/l.
2 Melo de cuttura sem regulador de crescimento.

204



Por outro lado, quando os brotos apresentav_am tamanho superior a 2,0 cm foram
transferidos para o meio com metade da concentragéo de sais de MS (MS/2) suplementado com AlB
(0,1; 1,0 ou 5,0 mg!l)ﬁ/ou ANA (0,1; 1,0 ou 5,0 mgfl). As respostas apds 38 dias de cultivo estdo

demonstradas na Tabela 53.

TABELA 53 - Resposta de brotos de ipeca em meio com metade dos sais de MS
(MS/2), suplementado com AIB ou ANA, apés 38 dias de cultivo.

Tratamento' N°de Nideplantulas N2deplantulas Brotos sem Eﬁpiéncia
(MS/2) brotos bem enraizadas pouco enraizadas raiz enra:i‘;r;'lento

Testemunha® 15 4 4 7 53,33
ANA ¢, 17 5 2 10 41,18
ANA 44 15 6 1 10 46,67
ANA 54 22 5 2 15 31,82
AlB ¢ 22 2 5 15 31,82
AIB 1 6 10 0 6 62,50
AIB 50 21 10 -5 8 7143

- Melo de cultura com metade dos sais basico de MS suplementado com ANA ou AlB a 0,1; 1,0 ou 5,0 mg/l.
Melo de cultura sem regulador de crescimento. )

. Conforme os dados da Tabela 53,. em todos os fratamentos fol possivel obter

enraizamento (Fig. 79), entretanto, foi conseguida maior eficiéncia de enraizamento em meio

suplementado com AIB (1,0 e 5,0 mg/).
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FIG. 79 - Enraizamento de brotos de ipeca.

Para aclimatacdo das plantulas obtidas, inicialmente foram lavadas em agua corrente e
transplantadas para copos de plastico (capacidade 300 ml) com substrato formado por terra preta,
serragem e esterco de curral na proporgao de 1:2:1. As condi¢des de aclimatagdo foram de alta umidade,
em germinador totalmente fechado com plastico, durante uma semana (Fig. 80). Apés esse periodo foram
transferidas para sacos de plastico de polietileno, com o mesmo substrato, nos quais permaneceram até o

crescimento e formagdo de mudas. As mudas de ipeca foram transferidas para o campo e estdo

desenvolvendo-se normalmente (Fig. 81).
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FIG. 80 - Aclimatacao de plantulas de ipeca provenientes de micropropagagao.
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FIG. 81 - Plantas de ipeca em campo,
provenientes de micropropagagao.

- Pimenteira-do-reino

Dentre as espécies cultivadas na regido amazonica, a pimenteira-do-reino ocupa
lugar de destaque, com uma area de cultivo acima de 20 mil hectares e cerca de 25 mil toneladas
por ano. Entretanto, desde meados da década de 60, esta cultura vem sofrendo sérios prejuizos
devido & ocorréncia da doencga fusariose, que constitui-se num dos fatores limitantes ao cultivo,

assim como os elevados custos com manutengao.
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O melhoramento convencional ndo tem alcangado éxito, haja vista a falta de
gendtipos resistentes e/ou tolerantes a essa enfermidade, assim como pela dificuldade de introdugao
de novos germoplasmas do centro de diversidade. Apesar da espécie Piper colubrinum L. apresentar
resisténcia & fusariose, a obtengdo de hibridos por métodos convencionais, entre essas duas

espécies, & muito dificil.

As técnicas de cultura de tecidos apresentam-se como uma alternativa promissora na
solugio desses problemas, seja através da conservagio e intercAmbio de germoplasma in vitro, na
indugdo de variabilidade genética, micropropagagéo clonal de gendtipos superiores, selegao de
genétipos resistentes efou tolerantes a fatores bidticos e abidticos, introdugdo de genes de interesse
agrondmico em plantas, obtengéo de hibridos somaticos, dentre outras. O objetivo dos estudos com
essa espécie foi desenvolver sistemas de regeneragio de plantas in vitro visando auxiliar os

programas de melhoramento genético.

Para viabilizar o inicio do processo, considerando as sérias dificuldades em consegliir
material asséptico de plantas crescidas diretamente no campo, foram coletadas sementes de plantas
do Banco de Germoplasma do CPATU, Bélém,PA, em seguida lavadas em agua cormente,
despolpadas e submetidas a traiamento de assepsia. Inicialmente, sob camara de fluxo laminar
asséptica.-foram imersas em alcool a 70% por 2 minutos e transferidas para solugéo de hipoclorito
de sédio (NaClO) a 2% por' 15 minutos e lavadas, posteriormente, com agua destilada autoclavada
por cinco vezes e, por fim, inoculadas em meio basico de MS (Murashige & Skoog, 1962}, 3%
sacarose, 0,7% agar e pH 5,8. As sementes foram cultivadas sob condigdes de temperatura de 25°C
+ 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz por oito horas de escuro. As sementes germinaram e

desenvolveram plantulas (Fig. 82) ap6s 30 dias de cuitura.
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FIG. 82 - Obtencao de plantulas de pimenta-do-reino a partir de sementes
cultivadas in vitro.

- Propagacao a partir do apice caulinar

Os apices caulinares provenientes de plantulas in vitro quando cultivados em meio
MS, suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP 2,0mg/l), em condigbes de temperatura de 25°C +
2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz por oito horas de escuro e intensidade luminosa de 3.000 lux,
induziram de trés a cinco brotos por explantes a partir de 30 dias de cultivo (Fig. 83). As brotac6es
foram alongadas, em mesmo meio basico, mas suplementados com acido gibenélico (GA; 0,3mg/l)
com cerca de 25 a 40 dias, e ao serem transferidas para o mesmo meio, mas com acido
naftalenoacético (ANA 0,5mg/l), enraizaram (Fig. 84). As plantulas aclimatadas em camara umida,
em substrato de solo e matéria organica, cresceram, formaram mudas e foram plantadas em campo

de cultivo.



FIG. 83 -Inducao de brotagoes de pimenta-do-reino a partir de apices
caulinares.

FIG. 84 - Enraizamento de brotos de pimenta-do-reino.
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- Indugéo de calos e _reQen_e_rggéq de plantulas a partir de segmentos de hipocétilo de

plantulas in vitro

Os explantes (segmentos de folha e hipocétilo) foram inoculados em tubos de ensaio
(100mm X 25mm) com meio semi-sélido MS (Murashige & Skoog, 1962), sacarose 3%, pH 5,8,
suplementados com véﬁas combinagdes de concentragdes de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D
0,5 10,15 e 2,0mg.|‘1) e 6-benzilaminopurina (BAP 0,0; 0,2; 04 e 0,6mg.|’1). As condigbes de

cultivo foram de auséncia de luz e temperatura de 25°C + 2°C para indugdo de calos.

Os calos obtidos foram transferidos para meioc MS suplementado com acido 3-
indolilacético (AlA 0,5mg/l) mais BAP (1,5 ou 2,5mg/l) e cultivados sob condigoes de fotoperiodo de
16 horas de luz por cito horas de escuro. Apés os calos diferenciarem parte aérea foram transferidos

para o mesmo meio, mas suplementado com 0,5mg/l ANA para formagio de plantulas.

A induc&o de calos, a partir de segmentos de folhas apresentou alta taxa de oxidagao
e baixa formagé&o de calos, porém segmentos de hipocétilo foram mais responsivos aos tratamentos
submetidos, pois mesmo havendo oxidagéo, ocorreu formagao de calos em todos os meios (Fig. 85). -
Ademais, o melhor resultado de formagao de calos foi obtido em meio de cultura com 1mg/l 2,4-D e
0,2mg/l BAP. A diferenciagdo de calos em parte aérea (Fig. 86) foi favorecida quando estes foram
cultivadés em meio, com maior concentragao de BAP (2,5mg./l) e AlA (0,5mg/l), com indicios de que
a citocinina tém um papel importante no processo de diferenciagio de calos. Uma vez diferenciada a
parte aérea a partir de calos, a obtengdo de plantulas completa ocorreu quando estas foram
transferidas para o meio com auxina (ANA 0,5mg/l), onde formaram raizes (Fig. 87). As plantulas
serao aclimatadas em camara Umida, em substrato com terra preta e serragem, e, posteriormente,
transplantadas para sacos de plastico para crescimento e formagdo de mudas sob casa-de-

vegetagdo. |
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FIG. 85 - Indugao de calos de pimenta-do-reino a partir de segmentos de
hipocaétilo.

FIG. 86 - Diferenciagao da parte aérea a partir de calos de segmentos de
hipocétilo de pimenta-do-reino.
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FIG. 87 - Formagao de raizes em brotos diferenciados de calos de
segmentos de hipocétilo de pimenta-do-reino.

- Indugao de calos a partir de embrides zigoéticos

Sementes de pimenta-do-reino foram submetidas a tratamento de assepsia e, sob
camara de fluxo laminar asséptica, excisaram os embrides zigéticos que foram inoculados em meio
de cultura. O meio basico utilizado foi MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com
combinagdes de concentragbes de acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D 1,0 e 2,0mg/l) e 6-
furfurilamino-purina (cinetina 0,1mg/l), e 2,4-D (0,1; 1,0 e 5,0mg/l) e 6-benzilaminopurina (BAP 1,0;
10,0 e 20,0mg/l), sacarose a 3%, agar a 0,7% e pH 58. As condigbes de cultivo foram de
temperatura de 25°C + 2°C e auséncia de luz. Em todos os tratamentos houve indugdo de calos nos
embrides zigoticos, com melhores respostas em meio com 1mg/l 2,4-D e 0,1mg/l cinetina, pois foram
mais uniformes e, apds 45 dias de cultura, formaram calos com cerca de 1,5cm de didametro. Este
estudo tem como objetivo regenerar plantas a partir de calos de embrides zigéticos, visando futuros

trabalhos para a obtengdo de mutantes a partir de sementes irradiadas, com raios gama *’Co.
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- Isolamento de protoplastos a partir de folhas de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) -

Esta a¢do de pesquisa tem como objetivo regeherar plantas a partir de brotoplaéfoé'
visando produzw hibndos somaticos pela fusdo de protoplastos que serdo tolerantes a doenr,:as de'

fungos ou bacténas

- Abreviaturas:

2ME 2—mercaptoetanof CR10 celulase "Onozuka“R 10(Yakult Honsha Co Tokyo Japéo) CRS‘
- Celulase "Onozuka" RS (como R-10) D'IT (+) DItththI‘BltOl MR-10 Macerozyme R-10 (como

CR-10) MS Mero de Murash:ge e Skoog {(1962); PVP - Polyvmylpyrrohdone (K—40) Y-23 -
Pectoliase Y-23 (Seishin Co., Tokyo, Jap&o). -

- Estadios de desenvolvimento das folhas:

A: cor verde clara, muito delgada e muito tenra;
B: cor verde-amarelada, delgada e muito tenra;,
C: cor verde-amarelada a verde, delgada e tenra;
D: cor verde, tenra; -

~ E: cor verde a verde escuro, quase madura.

- Indice de escurecimento:

5+ (controle), 4+, 3+, 2+, +, - (nd0 escurecimento)
Determinado por observagio.”

-‘Ir'l'cilli:é'e de ié_pl;iiir:eihtod_e protpplléStos:

7+ (bem), 6+, 5+, 3+, 2+, +, - (N40)

Determinado por observagdo em microscopio
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- Procedimento para isolamento de protoplasto de pimenta-do-reino:

. Coleta de folhas (estadio de desenvolvimento de acordo com o experimento);

. Limpeza das folhas levemente com etanol 70%:;

. Corte das folhas com uma lamina em pequenos pedagos (1-4 mm?) em 10 m! de solugdo contendo
0,6 M manitol e 5 mM MES (pH 5,7) com 2ME ou DTT numa placa de petri (150 X 20 mm?). As
concentragdes de 2ME e DTT s&o especificadas em cada experimento;

- Incubagao dos pedagos de folhas na mesma solugao por 2 horas;

. Transferéncia dos pedagos de folhas para papel filtro para drenar o excesso de solugio;

- Incubagio dos pedagos de folhas (1 g/placa) em placas de petri (60 X 16 mm?} com 10 ml de

solug&o de enzima a 21 °C por 17 horas em agitag3o a 40-50 rem. A formulagdo das solugdes foi
especificada em cada experimento.

. Apos suave agitagio das placas de petri para suspensdo dos protoplastos, filtrar a solucdo para
becher de 50ml, utilizando Calbiochem, CA., USA;

. Transferéncia, para tubos de centrifuga cénico de 15 ml;

. Centrifugagdo a 400-500 rpm (80-100 Xg) por 10 minutos:

. Remogao do sobrenadante com pipetas de 2 mi:

- Ressuspenséo dos protoplastos em 1 ml de solugéo de lavagem (mesma solugdo usada quando de
cortes) em tubos de centrifuga cénico de 15 ml;

. Se requerido, deve ser centrifugado em 5 ml de solugéo de sacarose 1,5 M contendo 5 mM MES
(pH 5,7) e 5mM DTT.

A primeira etapa deste estudo foi determinar qual a substancia que evitaria o
escurecimento das folhas. Foram usadas folhas no estagio C, solugio de corte 0,6M manitol, 5mM
MES (pH 5,7) e 2ME ou DTT. Foi usado 100 ml de solugéo para cada 10-13 g de materiais de folha
(5-7 folhas). A solugo de enzima continha 1/2 MS; 0,35M manitol; 0,35M sorbitol: 5mM MES (pH
9.7); 0,1 % Y-23; 1,0 % CR-10, e 2ME (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 ul/10 mi), acido citrico (0, 5, 10, 20
e 50 mM), DTT (0, 5, 10,.20 e 50 mM) ou PVP (0, 1, 2 e 3 %). 2ME foi muito efetivo contra
escurecimento porém, este pareceu ser téxico para as células, pois muitas romperam-se em solugio
com 2ME (a partir de 5mM). Entao, DTT (a partir de 5 mM) foi preferivel como um produto quimico

contra o escurecimento a ser usado em isolamento de proteplastos de pimenta-do-reino (Tabela 54).

216



TABELA 54 - Resposta de tecido foliar ao escurecimento submetido a diferentes

anti-oxidantes em solugao para isolamento de protoplastos de
pimenta-do-reino.

Tratamento Concentragéo Indice de escurecimento
PVP (%) 0 5+
1 5+
2 4+
3 3+
Acido citrico 0 5+
5 5+
10 4+
20 3+
50 2+
DTT (mM)’ 0 5+
1 3+
2 +
3 -
50 -
2 ME (mM)* 0 5+
1 4+
2 4+
3 3+
4 +
5 -
9 -

! Na concentragdo acima de 3mM até 50mM DTT os resultados foram semelhantes.
ZNa concentragéo acima de SmM até 9mM 2ZME os resultados foram semethantes.
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Na segunda etapa avaliaram-se os efeitos de solugdo de enzimas em folhas no

estadio C, cortadas em 100ml de solugéo 0,6M mamto! 5mM MES (pH 5,7), para cada 10—13 g de

materiais de fo!ha (5-7 folhas) com 50 pl 2ME. A soluc,éo de enzimas contmha 112 MS 0,35M-

manitol; 0,35M sorbitol; 5mM MES (pH 5,7) em combmac,‘ées de CR-10 (0,3; 0,5 ou 1,0 %) e MR-10
(0,3; 0,5 ou 1,0 %); CR-10 (1,0; 2,0 é 30%)e MR-10} {0,3; 0,50u 1,0 %); e CR-10 (0,3; 050u10
%) e Y-23 (0,03; 0,05 ou 0,1 %). Neste caso, Y-23 foi mais efetiva que MR-10 quando combinada
com CR-10, mas Y-23 em alguns casos, apresentou efeitos toxicos aos protoplastos Entretanto
quando comparou- se os efeitos de Y-23 (0,03; 0,05 ou 0,1 %) combinado com CR~10 (0 3 0,5 ou
1,0%) ouCRS (0,3;0,50u 1,0 %), CR-10 foi mais efetiva que a CRS (Tabela_ 55).

TABELA 55 - Indice de isolamento de protoplaétos de mesolfilo foliar em solugdo de

enzimas com pectoliase Y-23, combinada com Celulase R-10 ou
Celulase RS, apés 17 h de incubagao. SRNE N

Solugdo (%) Y-23 (%)

(%) . 003 . 0,05 0.1

CR-10 _ 0,3 + + 2+
0,5 3+ . 3+ 44
1,0 3+ 3+ -

CRS .03 + + S
0,5 + + 2+
1,0 2+ 2 2+

Na terceira etapa avaliaram-se os efeitos do estadio de desenvolvimento de folha
scbre o isolamento de protoplastos e escurecimento do material. Os estadios de folhas foram A, B,
C, D e E, cortadas em 1 OOmI de solugdo com 1/2MS; 0,6M manitol, 5mM MES (pH 5,7), para cada
2-5g de material de folha (2-4 folhas) com 5mM DTT. Em outro experlmento f0| adacnonado DTT a

vérias concentraq:ées (15mM para folhas no estédlo A 10mM para folhas no B, e '5mM para folhasi )

nos estadios C e D). Para o isolamento de protoplastos, as solugoes de enzimas testadas foram

1/2MS; 0,35M manitol; 0,35M sorbitol; 5mM MES (pH 5,7}; 0,1% Y-23; 1,0% CR-10 e 3mM DTT; e

218



1/2MS; 0,35M manitol; 0, 35M sorbitol' SmM MES (PH &6,7); 0,1% Y-23; 1,0% CR-10 com DTT.
adicionado a vérias concentra(;ﬁes (15mM para folhas no estédlo A 10mM para folhas no estédlo B, A
e 5mM para folhas nos estadlos C e D). Quando foram usadas folhas no estadio A, as células foram
facrlmente rompidas e o matenal para |solamento de protoplastos nao fm bom. Os protoplastos foram .
isolados a partir do estadio B e as células, apés tratamento com solugéo enzimética, apresentaram
elevada viscosidade e dificil ressuspens&o.- As folhas no- estadio' C foram "boas para " 'isolar '
protoplastos, entretanto também apresentaram mmta viscosidade e de dlf’cﬂ ressuspenséo apés 0
_ tratamento 0 ntimero de protoplastos |solados de folhas no estadlo D f0| menor do que aqueles dos
estadios B e C. Contudo, ndo apresentaram tanta viscosidade e os protoplastos foram faceis de

ressuspensdo em solugio (Tabela 56).

TABELA 56 - Respostas de tecido foliar de diferentes estadios de desenvolvimento,
ao escurecimento e ao isolamento de protoplastos, sob acgdo de
solugao enzimatica com diferentes concentragoes de DTT. v

Estadio de desenvolvimento de folhas A B c D E
Indice de escurecimento’ 3+ 1+ - - -
Indice de isol. de protoplastos - . 3+ o3+ o+

Indice de escurecimento? - - - -

Indice de isol. de protoplastos + 3+ 2+ 2+

"Solugao de corte com 5mM DTT e solur;,éo de enzimas com 3mM DTT para todos os estédlcs de desenvolvimento da
folha.

2Scalug;éo de corte e soluc;ao de enzimas com DTT a 15, 10 e 5mM para folhas nos estédsos A B C e D
respectivamente. | : : .

.~ O potencial osmético de soiugéo de enzimas testada (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6: 0,7;
0,8; 0,9 e 1,0M) mostrou que a solug&io com 0,7M é preferivel para o isolamento de protoplastos de folhas
de pimenta-dp-reino_(Tabela 57), sepdo a combinag&o das enzimas Y-23 (0,05%) e CR-10 (0,05%)'a mais
efetiva (Tabela 58).
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TABELA 57 - Efeito de osmose no isolamento de protoplastos.

Osmose (M) 66 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10

ne? - - - - + B3+ 4+ A+ 4+ A+ 4+

" Indice de isolamento de protoplastos

TABELA 58 - indice de isolamento de protoplastos de meséfilo foliar de pimenta-do-

reino sob a agdo de enzimas Pectoliase Y-23 e Celulase R-10, apés 17
h de incubagio.

Solugao (%) Y-23 (%)
0,03 0,05 01
(%)
CR-10 (%) 0,3 + + 2+
0,5 3+ 44 3+
1,0 3+ 3+ 3+

- Castanheira-do-brasil

A castanheira-do-brasil € uma espécie com problemas de germinagéo por apresentar
sementes recalcitrantes, sendo dificil a produgao de mudas. Os estudos com micropropagacgao
desenvolveram-se através de testes de assepsia onde foram usados segmentos nodais e intemodais
de caule e segmentos de folha, como explantes. Estes foram lavados em d&gua cormrente com
detergente, imersos em etanol a 70%, por 15 segundos, e logo apés lavados com agua destilada e
transferidos para solugéo de hipociorito de sédio (NACIO) a 3%, por 15 minutos e, por fim, lavagem

em agua destilada autoclavada, por trés vezes, sob cdmara de fluxo [aminar.

Os calos de coloragdo esverdeada iniciaram a indugéo, apés treze dias, em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 0,5mgfl AlA, 1,5mg/l BAP e 2% PVP (4cido 3-

indolilacético, B-benzilaminopurina e polivinil-pirrolidona, respectivamente), enquanto os calos de
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coloragdo branca foram obtidos a partir de treze dias de cultura em meio MS, suplementado com
1,0mg/l 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) e 0,5mg/l netina, 6-furfurilamino-purina, (Fig. 88). Apos
45 dias de cultura, os calos foram transferidos para meio MS, suplementado com combinacgdes de
concentracdes de AlA (0,5 e 1,0mg/l) e BAP (1,0 e 3,0mg/l) ou 2,4-D (2,0mg/l) e cinetina (0,5mg/l),
com maior crescimento dos calos em meio suplementado com AIA e BAP, porém sem regeneracao

de plantas.

FIG. 88 - Indugao de calos a partir de segmentos de caule de castanha-do-
-brasil.

Os calos de coloragdo clara a esverdeada, também foram obtidos, apresentando
aspecto "friaveis", quando os explantes foram cultivados em meio WPM (Wood Plant Medium)
suplementado com 0,5mg/l AIA + 3,0mg/l BAP ou 3,0mg/l BAP. O teste de cultivo de apices
caulinares, em meio WPM, com 2% PVP, indicaram boas respostas. Méristemas contendo dois
foliolos foram cultivados em trés meios (1/2 MS, MS e WPM), suplementados com 1mg/l BAP + 2%
PVP e pH 5,8. Durante duas semanas foram cultivados no escuro e em seguida na presenca de luz.

Apods 20 dias foram avaliados quanto ao crescimento dos foliolos, conforme dados mostrados na

Tabela 59.
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TABELA 59 - Respostas de apices caulinares de castanha-do-brasil, em trés meios
de cultura, apos 20 dias de cultivo.

Meio de cultura**' Ndmero de Explante crescido Explante oxidado Contaminagéo
explante (%)
1/2 MS* M 5 6 0
MS 10 8 2 0
WPM 10 9 1 : 0

" Meio de cultura contendo metade da concentragio de sais basico de MS (1/2 MS); sais basico completo de MS (MS};
€ sais basico de Wood Plant Medium (WPM),

- Bacurizeiro

Um dos principais problemas com o bacurizeiro é a obtengdo de mudas. O
langamento de raiz ocorre poucos dias apos a semeadura, porém a parte aérea pode levar até mais
de 500 dias para ser langada. A micropropagag3o, neste caso, pode contribuir para obtengéo de

mudas uniformes em menor tempo.

Foram coletados frutos imaturos de bacurizeiros no campo, retiraram-se as sementes
que foram tratadas com solugdo de hipoclorito de sédio (NaClQ) a 3%, durante 15 minutos, e
lavadas com agua destilada autoclavada trés vezes sob cdmara de fluxo laminar. Os embrides -
zigéticos foram excisados e cultivados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com 1,0mg/l AIA
(acido 3-indolilacético) e 1,0mg/l cinetina (6-furfufi|amino—purina). Apés 45 dias houve
intumescimento de alguns embrides e mudangas de cor, de amarelo para verde e avermelhado.
Entao, foram transferidos para o mesmo meio, rﬁas suplementado com 2,0mg/l 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético) ou 1,0mg/l BAP (6-benzilaminopurina). Os embrides em meio com BAP

apresentaram varias pontuagées verdes semelhantés a embridides, conforme mostra a Fig. 89.
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FIG. 89 -Indugao de estruturas globulares (embridides) a partir de
embrides zigoticos de bacurizeiro.

Os apices caulinares foram submetidos a tratamento de assepsia, lavagem em agua
destilada e detergente, imersdo em alcool 70%, por 15 segundos, e em solugao de hipoclorito de sédio
(NaClO) a 2%, por 15 minutos. Foram cultivados em meio WPM suplementado com 0,5mg/l BAP, no qual

alguns explantes cresceram e emitiram brotacdes, como mostra a Fig. 90.
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FIG. 90 - Indugdao de brotagdes a partir de apices caulinares de
bacurizeiro.

- Urucuzeiro

O urucuzeiro € uma planta arbustiva, cujas sementes produzem corantes, bixina e
norbixina, de grande utilizagdo na produgdo de cosméticos, conservagdo de alimentos, etc.
Apresenta grande variabilidade genética, cor e formato do fruto, produgao, teor de corante, porte da
planta, constituindo-se, a maioria dos plantios com grande desuniformidade, principalmente devido a

propagacao ser basicamente através de sementes.

Estudos visando a micropropagag¢ao de plantas foram realizados tomando como
explantes embrides zigoticos provenientes de sementes maduras de plantas no campo. As
sementes foram lavadas e desinfestadas com &lcool a 70%, por 5 minutos, e hipoclorito de sédio
(NaClO) a 1%, por 15 minutos. O meio de cultura usado foi o MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D (0,25; 0,50 e 1,0mg/l); cinetina (0,50mg/l); AIA
(0,25 e 0,50mg/l); BAP (1,0; 2,0 e 4,0mg/l); AIB (1,0; 2,0 e 4,0mg/l), (acido 2,4-diclorofenoxiacético;
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6-furfurilamino-purina;  acido . 3-indolilacético; 6-benzilaminopuring;  Acido  indolilbutirico,
respectivamente) pH 5,8, e condigbes de cultivo sob temperatura de 25°C+2°C, fotoperiodo de 16
horas de luz por oito horas de escuro, intensidade de iluminagdo de 3.000 lux e umidade relativa do

ar de aproximadamente 70%. *

A indugéo de calos ocorreu em meio com 2,4-D (0,5mg/l) e cinetina (0,5mgfl) ou 2,4-D
(1,0mg/l) e cinetina (0,5mg/) os quais originaram embriéides sob a mesma condigio de cultivo,
quando transferidos para meio sem regulador de crescimento ou suplementado com 0,25mgA AlA.
Os embridides, uma vez transferidos para o meic com AIB a 1,0 e 4,0mg/, atingiram o estadio de
plantulas. Ressalta-se que embrides somaticos foram induzidos, diretamente de embrides zigéticos,
Sem passar pela fase de calos, em meic MS, sem regulador de crescimento, ou quando

suplementado com 0,25mg/l 2,4-D.

Os melhores resultados para indugio de calos foram observados quando embrides
zigbticos foram cultivados em meio MS_fsupIementado com 1,0mg/l 2,4-D e 0,5mg/l cinetina; maior
quantidade de forrﬁagéo de embrides somaticos quando em meio com 0,25mg/l AlA, e conversdo de
embribes somaticos em pléntﬁlas em meio com 1,0mg/l AIB. Ademalis, a adicdo de 0,25mgfl 2,4-D,
em meio MS, apresentou-se como eficiente na indugio de embriogénese somatica direta. A Fig. 91
mostra a regeneragao de plantulas de urUcuzeiro, via embn’ogénese. somatica, a partir de embries

zigoticos de sementes maduras.
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FIG. 91 - Regeneracao de plantas de urucuzeiro, via embriogénese
somatica, a partir de embrides zigoticos de sementes maduras.

- Guaranazeiro

O guaranazeiro, espécie nativa da Amazonia, € uma planta arbustiva, produtora de
sementes rica em cafeina, que & amplamente empregada na industria de refrigerantes. Apresenta
ampla variabilidade genética e & propagada principalmente através de sementes. Para os estudos de
micropropagacao, atraves de técnicas de cultura de tecidos, foram realizados testes de assepsia
usando-se como explantes apices caulinares de langamentos novos, a partir de plantas do BAG da
EMBRAPA-CPATU. Os explantes foram lavados em agua corrente e submetidos a choque térmico,
mergulhando-os alternadamente em agua esterilizada a 5 °C e 50 °C. Em camara de fluxo laminar
asseptica foram tratados com solugéo de hipoclorito de sodio (NaClO), a varias concentracdes (2,0

3,0; 3,5 e 4,0%), durante 15 minutos e, posteriormente, lavados em agua autoclavada por 3-5 vezes.
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Os resultados néo foram sat!sfatonos p0|s néo se conseguiu exp!antes asseptacos 0
desenvolvnmento do trabalho f0| prejudlcado tomando evidente a necessidade das matrizes serem

cultivadas sob casa-de-vegetacio, para, a partir dessas plantas, serem obtidos explantes. '

- Agaizeird

O acaizeiro € um.a das palmeiras mais tipicas do Para. Sua maior oconé-ncﬁia é no
estudrio do rio Amazonas, em terrenos de varzea, de igapé e na terra firme, Tem grande importancia
. alimentar e econémica para a regido (alimento e industria de palmito), _especia!menté\'éntre as
classes médla e baixa, tendo ocorréncia por toda a regido, desde o Maranhdo as Gu1anas e
Venezuela. Entretanto devido a exploragio indiscriminada para palmlto esta sendo ameagado de

perda de grande parte da variabilidade genética.

| . A pfdpégég:éb clonai | para esté eépmécie se cdnstituiem um entrave para a
multrpllcagéo de gendtipos superiores, p0|s ocorre basncamente através de sementes. Para
m:cropropagat;.ao clonal, pontas de ra[zes novas (expiantes) foram submetldas a testes de assepsia,
lavando-os em égua corrente e com detergente segu1da de termoterapla colocando o material em
estufa a 40°C durante cinco minutos, ou a choque térmico, imersdo em agua a 5°C e a 50°C,
alternadamente. Em camara de fluxoc laminar asséptica foram tratados com solugdo de hipoclorito de
sédio (NaClO) a 0,5; 2,0 e 3,0%, qurante dez a quinze minutos, e, posteriormente, lavados com &gua’
destilada au‘t;aclavada antes de serem inoculados em meio de cultura com metade dos sais basico
de MS (Mé}Z). As Tabelas 60 e 61 mostram a eficiéncia de tratamento de assepsia usando

termoterapia e choque térmico, antes da imers&o em solug3o de hipoclorito de sédio.
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TABELA 60 - Assepsia de explantes de agaizeiro, previamente submetidos a
termoterapia, a tratamentos com hipoclorito de sédio e a diferentes
tempos de exposigiao apds 15 dias de cultura.

NaCIO Tempo Explante com Explante sem Eficiéncia
(%) (min.) contaminagao contaminagao (%)
0,5 10 10 0 0
05 15 8 2 20
2,0 10 5 5 50
2,0 15 8 2 20
3.0 10 8 2 20
3,0 15 8 2 20

TABELA 61 - Assepsia de explantes de agaizeiro, previamente submetidos a choque
térmico, a tratamentos com hipoclorito de sédio e a diferentes tempos
de exposicio, apés 15 dias de cultura.

NaCIO Tempo Explantescom - Explantes sem Eficiéncia
(%) (min.) contaminagao contaminagao (%)
2,0 10 10 0 0
20 15 10 0 0
3,0 10 5 5 50
3,0 15 9 1 10
4,0 10 5 5 50
4,0 15 7 3 30

Os dados sugerem para tratamento de assepsia de explantes (ponta de raizes novas)
com termoterapia, solugao de hipoclorito de sodio a 2,0%, por dez minutos, enquanto com choque
termico, solugdo de hipoclorito de sédio a 3,0 e 4,0% durante dez minutos. Entretanto, os dados ndo

foram confirmados devido, principalmente, a natureza dos explantes, pois dificiimente se consegue

228



explantes nas mesmas condicbes de plantas no campo. Portanto, para controle e obtengio de

explantes mals praticdvel para assepsia, é necessdrio o desenvolvimento de plantas em casa-de-

vegetagao.

Os explantes livres de contaminagéo foram transferidos para meio bésico B5
(Gamborg et al, 1968), suplementado com 1,5mgil BAP (6-benzilaminopurina), no qual

intumesceram mas nao diferenciaram-se.

Outro estudo desenvolvido com esta espécie foi a regeneragdo de plantas, a partir de
embrides zigbticos, cujo objetivo maior, devido & recalcitrncia das sementes, foi obter plantulas via
embrifo zigético de sementes submetidas a secagem répida (flash-dry), seguido de armazenamento

em ¢amara fria.

As sementes foram despolpadas e lavadas em agua, sob cdmara de fluxo laminar
asseptica e imersas em alcool a 70%, por cinco minutos, seguidas de imersao em hipoclorito de
sédio a 2%, por quinze minutos, e lavagem em agua destilada autoclavada por vérias vezes. Os
embrides foram excisados e colocados durante alguns minutos em soluq:éo de polivinilpirrolidona
(PVPO5e 2 0%) acido ascorbico (0,15 e 0,3%) e acido citrico (150 a 250mg/l) para evitar oxidagao.
Postenormente foram inoculados em meio bésico para embrido (ME) contendo macro e
micronutrientes, vitaminas, caseina hidrolisada, agar 1% e pH 5,8. Apds quatorze dias houve
lancamento da parte aérea e das ralzes, sendo entdo transferidos para o mesmo meio,

suplementado com dacido 3-indolilacético (AIA 2,5mg/i) para desenvolvimento.

Por outro lado, os embrides foram éultivados em meio MS (Morashige & Skoog, 1962)
semi-sélido, modificados com 0,17g/l NaH,PQ,, carvdo ativado 0,2%, pH 5,8 suplementado com
varias combinagdes de ANA e BAP (0,1; 0,5 e 1,0mg/). A Tabela 62 mostra os resultados obtidos
ap6s 30 dias de cultivo, sob condigées c{e fotoperiodo 16 horas de luz por oito horas de escuro,

intensidade de iluminagéo de 3.000 lux e temperatura de 25°C + 2°C.
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TABELA 62 - Respostas de embrides zigoticos de agaizeiro em meio MS modificado,
com diferentes combinagoes de ANA e BAP, ap6s 30 dias de cultivo.

Tratamento Classificagdo das respostas
(Meio MS") Desenvolvimento de Desenvolvimento Sem Contaminagio
plantula atrofiado resposta (%)
BioNig 05 00 04 00
BosN1g 4 3 2 1
Bo1N1o 6 2 1 1
By oNojs 5 4 1 0
BosNos 7 3 0 0
Bo,1Nos 1 4 5 0
B1.oNo.1 2 5 1 1
Bo.sNo,1 4 1 4 0
Bo.1No,1 3 1 5 1
Testemunha® 1 6 1 2

" Sais basico e vitaminas de MS, 0,17 g/l NaH,PQ,, carvio ativado 0,2%, pH 5,8, suplementade com BAP (B 0,1; 0,5
e 1,0mg/M e ANA (N O,1; 0,5 e 1,0mgf).
Meio de cultura sem regulador de crescimento.

Os dados obtidos demonstraram que um balango hormonal, com maior concentragio
de auxina (1,0mg/l ANA), em relagdo 2 citocinina (0,1mg/l BAP), favoreceu o desenvolvimento do
embriéo a converter-se em pléantulas (Fig. 92). Por outro lado, concentragbes semelhantes de auxina
(0,5 ou 1,0mg/l ANA) e citocinina (0,5 ou 1,0mg/l BAP) favaoreceram mais a conversio de embrides
zigéticos em plantulas, enquanto meio sem reguladores de crescimento n3o permitiram boa

formagao de plantulas e os embrides tenderam a atrofiarem-se.
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FIG. 92 - Obtencao de plantas de agaizeiro a partir de embrides zigéticos

de sementes maduras.

Conclusoes preliminares

Os resultados obtidos neste pojeto permitem o estabelecimento das seguintes

conclusodes:

Quina:

- E possivel estabelecer as técnicas de obtengao de calo de explante de campo.

Ipeca:

- Multiplas brotagdes e regeneracédo de plantulas a partir de segmentos nodais sdo obtidas em
cultura “in vitro”.



Pimenteira-do-reino: .

- E possivel a indug&o de mdltiplas brotagGes de pimenteira-do-reino a partir de cuItura de aplce
cauhnar

- A obtengdo e cultura de calos a partir de segmentos de hlpocotllo de plantula cultivada “in vitro”
pode ser viabilizada em meio de cultura

- Protoplastos de pimenta-do-reino podem ser isolados do mesofilo foliar usando comblnag:oes de
enzimas com controle da oxidagao. :

Castanheira-do-Brasil:
- E possivel estabelecer cultura de apice caulinar.
Bacurizeiro:

- Embrido imaturo, € um explante conveniente para indugéo de calos em bacurizeiro;

- Apices caulinares de bacurizeiro podem ser estabelecidos em culturas. -

Urucuzeiro:

- Regeneragéo de plantulas via embnogenese somatica a partir de embrides Z|got|cos é obtlda em
cultura “in vitro”,

Acaizeiro:
- - Embrides zigodticos podem produzir calos “in vitro’;

- Plantulas a partir de embries 2|got|cos podem ser obtidas em meio de cultivo com combmagoes
de reguladores.
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Difusdo de tecnologia

Informagao dos resultados alcangados a bolslstas da FCAP e da UFPa, e quando

da orientagdo de alunos de Pés-graduagdo do curso de Blologla da UFPa na area de cultura de
tecidos.

- Apresentagio de trabalhos sobre cultura de tecldos no Congressc Brasﬂelro de -
Fisiologia Vegetal em Julho de 1993.

~ - Apresentag8o de trabalho no Seminario de Iniciag&o Cientifica da FCAP/UFPa —
"Indugéo de calo em explante de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) e, para pesquisadores do’
CPATU sobre Biotecnologié. em dezembro de 1992, '

‘ - Apresentagio do semlnéno sobre “Resultados de pesquisa em cultura de tecidos.
CPATU, 1991",

- Dwulgagéo dos resultados através da imprensa em forma de entrev:stas para a
TVS e TV Cu!tura sobre cultivo de plantas medicinais *in vitro” e propagagao de ipeca.

- Apresentagic de trabalhos no XLIV Congresso Brasileiro de Boténica. 1993:

. Erhbriogénese somética em Urucu,
. Propagat;éo' de plantas medicinais através de técnicas “in vitro®.
. Propagacéo clonal de Cephaelis ipecacuanha A. Richard atraves de cultura de

tecidos.

- Apresentagéo de trabalho no “V Congresso Brasileiro de Fisiologia Vegetal” Minas
Gerais, 1995. '

- Curso prético em cultura de tecidos de plantas, ministrado para professores e
pesquisadores da UFPa, FCAP, UFMA, UFCE, UFPI, CEPLAC e CPATU em novembro de 1992 e
novembro de 1993.

- Workshop EMBRAPA-CPATU!JICA do Pro;eto “Geragdo de tecnologia
agromdustnal para o desenvolvimento do trépico umido”, Titulo do trabalho: "Regeneraqéo a partir
de calo em pimenta-do-reino® em margo de 1994,

- Curso de cultura de tecido de planta ministrado na | Semana de Pés-graduagdo da
FCAP em abril de 1995. | '
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