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Resumo
Apesar de algumas pesquisas mundiais apontarem avangos no sentido de melhorar os protocolos de
propagagdo in vitro do dendezeiro, o desenvolvimento da micropropagagdo a partir de culturas cmbriogénicas
ndo tem alcangado eficiéncia a nivel comercial. A clonagem de materiais elite assegura um grande avango no
programa de melhoramento genético desta cultura e a disponibilidade de variedades mais produtivas e tolerantes,
que implica em maior rentabilidade para o agronegocio do dendé e maior seguranga aos elevados investimentos
requeridos pela atividade. Neste sentido, buscando subsidios para a defini¢do de protocolos para a producdo
massal de gendtipos do hibrido interespecifico dendé africano (Elaeis guineensis) x caiaué (Elaeis oleifera), este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de calogénese de embrides zigoticos em diferentes condigoes de
cultura in vitro. Embrides maduros e imaturos foram inoculados em meios de cultura com diferentes
concentragdes de auxinas (2,4-D, Picloram ¢ Dicamba), onde verificou-se elevada porcentagem de embrides
maduros germinados em altas concentracdes de 2.4-D. assim como perdas de calos embriogénicos em meio de
cultura Y3 e N6 a partir de embrides imaturos. O Picloram mostrou-se bastante eficiente na inducdo de calos
com aspecto friavel.

Abstract
In vitro culture as a tool in breeding and propagation of oil palm
Although some studies suggest advances in improving the protocols for in vitro culture of oil palm, the
development of mass propagation from embryogenic culture has failed to achieve high efficiency. The cloning of
elite genotypes ensures advances in the breeding program of this culture and the availability of productive and
tolerant varieties, which results in higher progress for the oil palm agribusiness. So, to ensure the development of
protocols for the mass production of interspecific hybrid genotypes of African oil palm (Elaeis guineensis) x
Caiaué (Zlaeis oleifera), this study aimed to evaluate the potential of in vitro calogenesis of zygotic embryos in
different culture medium and plant growth regulators. Mature and immature embryos were cultivated in different
concentrations of auxins (2,4-D, Picloram and Dicamba), where there was high percentage of mature embryos
germinated on high concentrations of 2,4-D, as well as losses embryogenic callus in Y3 and N6 medium from
immature embryos. The Picloram proved very effective in inducing callus with friable aspect.

INTRODUCAO

Uma das grandes limitagdes enfrentadas pelo Programa Brasileiro de Biodiesel esta na oferta
insignificante de 6leos vegetais em quantidade, com custos e caracteristicas desejaveis capazes descentralizar e
incorporar a produgdo deste combustivel alternativo ao petroleo a matriz energética do Pais. Dentro deste
panorama, ¢ considerando a crescente demanda na produgdo de biocombustivel, ¢ necessario um grande esforgo
de organizacdo do setor produtivo, assim como fortes investimentos em P&D&I para a inser¢do na matriz
nacional de oleaginosas alternativas, com elevada produtividade por drea. Dentre estas culturas, a dendeicultura
apresenta caracteristicas vantajosas para atendimento do crescente mercado de biodiesel, tendo grande
produtividade por drea e possibilidades de expansdo sem interferéncias de outros subprodutos que nio o 6leo.

O dendezeiro apresenta produtividade que pode atingir de 8 a 10 t de 6leo/ha/ano em condigdes
favoraveis, sendo que no Brasil, dos 60.000 hectares de dendezais cultivados, 85% estdo concentrados no Estado
do Par4, atingindo 6 ton de 6leo/ha/ano nos melhores plantios. A produgdo brasileira de 6leo de dendé, produto
este de amplo uso na indistria de alimentos, farmacéutica e quimica, e considerado um dos melhores 6leos para
produgdo de biodiesel, representa aproximadamente 0,4% da produgdo mundial (OIL WORD, 2005) e ndo
atende a demanda nacional destinada principalmente para a industria alimenticia.

Contudo, a expansdo segura, competitiva e sustentavel da dendeicultura depende da solugdo de
problemas limitantes & cultura no Brasil ¢ no continente americano, como pragas ¢ doengas, uso inadequado de
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fertilizantes, restrita base genética das cultivares ¢ necessidade do desenvolvimento e avaliagdo de cultivares
com adaptabilidade aos ecossistemas de expansdo da cultura no pais. Neste sentido, a Embrapa Amazonia
Ocidental. a mais de 25 anos mantém um programa de pesquisa com esta cultura. sendo considerada uma
referéncia nacional nas areas de melhoramento genético, nutri¢io mineral ¢ manejo do dendé (BARCELOS et
al., 2001).

O programa de melhoramento genético do dendezeiro, que até recentemente era focado principalmente
no melhoramento do hibrido intraespecifico do dendé africano (Elaeis guineensis), do tipo tenera, foi
redirecionado ¢ a prioridade passou a ser o melhoramento do hibrido interespecifico dend¢ africano x caiaué
(Elaeis oleifera) ou dendé americano (HARDON e TAN, 1969; HARTLEY, 1988). Este hibrido ¢ atualmente a
unica opgao existente no mundo para a anomalia de etiologia desconhecida denominada de Amarelecimento
Fatal (AF), e que ja levou a faléncia varias empresas no continente americano trazendo inseguranca ao futuro da
dendeicultura no continente. Ademais, o caiau¢ também apresenta resisténcia a outras pragas e doengas, €
caracteristicas de interesse para o melhoramento como reduzida taxa de crescimento do tronco e alta taxa de
acidos graxos insaturados (MEUNIER, 1975; BARCELOS et al, 2001).

Os resultados obtidos até entdo desse programa sdo de grande contribui¢do ao avango da cultura na
regido, que somam sete cultivares de dendezeiro do Elaeis guineensis tipo tenera (registradas no RNC/MAPA
em 2006) que totalizam mais de 8 milhdes de sementes germinadas comercializadas desde 1992. ocupando
aproximadamente metade da area cultivada com dendezeiro no pais; a produgdo do primeiro hibrido
interespecifico entre o caiaué ¢ o dendé africano, denominado BRS Manicoré (registro no RNC/MAPA em
2009). Os resultados dos primeiros experimentos demonstraram a tolerancia dos hibridos interespecificos F1 ao
AF e a possibilidade de obter plantas com produtividade semelhante as das variedades comerciais de dendezeiro
(BARCELOS et al., 2003, CUNHA et al. 2005)

Uma das grandes metas do programa de melhoramento genético ¢é a disponibilidade de variedades mais
produtivas e tolerantes, que implica em maior rentabilidade para o agronegocio do dendé ¢ maior seguranga aos
elevados investimentos requeridos pela atividade, além de expressivo beneficio ao meio ambiente, pelo menor
uso de defensivos requerido no controle das pragas e doengas. Também a manutengio do banco de germoplasma
da Embrapa Amazonia Ocidental, de colegdes e do programa de melhoramento permite disponibilizar
rapidamente aos produtores sementes de comprovada qualidade genética, sendo hoje a tinica empresa da
Ameérica do Sul a comercializar sementes de dendé com origem controlada e genitores testados. Neste contexto ¢
que se vislumbra o quanto a biotecnologia, por meio da clonagem in vitro pode incorporar este ganho em
produtividade através da multiplicagdo vegetativa ao melhoramento genético do dendezeiro.

Entretanto, o problema a ser contornado apds a selegio de hibridos ¢ a multiplicagdo do material em
escala comercial. Além da producdo limitada de sementes que podem ser obtidas a partir dos cruzamentos
superiores, os hibridos tém como inconveniente a baixa taxa de germinagdo (média 15%) e a segregagio
genética, pois em se tratando de plantas aldgamas, apresentam alta heterozigose, principalmente o caiaué,
espécie que ainda ndo foi submetida ao processo de selecdo. Resultados de pesquisas demonstraram que a
clonagem de plantas ‘tenera’ de alta produtividade pode contribuir com aumentos de até 30% em producdo de
o6leo (Meunier, 1989). Jacquemard e Durand-Gasselin (1992) observaram que em média, o rendimento do
dendezeiro multiplicado por semente aumenta cerca de 1% ao ano. enquanto utilizando clones aumenta-se a
produgdo de 6leo em 19%.

Apesar de que as bases fisiologicas da multiplicacdo vegetativa sdo as mesmas para a maioria das
espécies e, portanto, amplamente publicadas, os detalhes especificos, os quais tornam o processo mais eficaz,
normalmente sdo proprios de cada laboratdrio ou equipe e dificilmente disponiveis em bibliografia, sem,
contudo, se constituir em barreiras intransponiveis para a obtengdo dos resultados correntemente alcangados nos
diversos laboratdrios trabalhando com a planta.

Estes esforcos ja vém demonstrando bons resultados, como no resgate de embrides, onde bons indices
de germinagdo (acima de 70%) foram obtidos em pesquisas desenvolvidas na Embrapa (ANGELO et al., 2005),
Quanto a clonagem, novos projetos de pesquisa tiveram inicio nos tltimos anos com o objetivo de desenvolver
metodologias de micropropagagio de clones obtidos no programa de melhoramento genético da Embrapa, € que
poderiam contribuir sobremaneira para os experimentos que empregam hibridos interespecificos de dendezeiro x
caiaué e para as plantas oriundas de retrocruzamentos, sendo considerada esta biotecnologia a inica maneira de
acclerar a obtengdo de plantas selecionadas. Estas agdes exigem mais tempo de pesquisa, considerando que além
das fases in vitro sdo necessarias avaliagdes a campo das plantas obtidas via cultura in vitro para verificar a
ocorréncia de variacdes somaclonais relatadas na literatura, que provocam anomalias nas inflorescéncias e
resultaram em plantas improdutivas ou pouco produtivas (JALIGOT et al., 2000; RIVAL e PARVEEZ., 2004).

Protocolos de embriogénese somatica ja foram descritos para algumas espécies de palmeiras (HUONG
etal, 1999; GUERRA ¢ HANDRO, 1998; LEDO et al., 2002). Para o dendezeiro, a clonagem ¢ obtida através
da embriogénese somatica, a partir de calos obtidos com sucesso para a regeneragdo a partir de diferentes partes
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da planta, incluindo embrides maduros ¢ imaturos, meristemas apicais, culturas de suspensao de células
embriogénicas, tecidos embriogénicos friaveis e calos derivados de plantulas, raizes, inflorescéncias e flores
jovens (TEIXEIRA et al., 1993, 1994, SCHWENDIMAN et al., 1988). No entanto, apesar de quase trés décadas
de estudos, nenhum protocolo foi definido para a multiplicacdo em larga escala para esta cultura, com uma
frequéncia de regeneragdo de plantas completas insuficiente para alguns explantes na maioria dos trabalhos
relatados, o que tem inviabilizado a implementagio de processos de producdo massal de mudas de dendé
(GORRET et al., 2004; TOUCHET et al., 1991; TEIXEIRA et al. 1995).

Atualmente, tanto os modelos de cultivo sob imersdo temporaria ou permanente, onde ¢ proporcionado
0 maior contato das plantas com o meio de cultura, e conseqiientemente maior absor¢io dos nutrientes, se tem
observado o aumento da taxa de multiplicagdo, diminuicdo do custo de producdo de mudas, ndo sendo necessaria
a transferéncia dos explantes como no sistema tradicional de micropropagacio em meio semi-solido. A Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia desenvolveu e submeteu ao INPI, para fins de patenteamento um sistema de
biorreator de imersdo permanente tomando como base o modelo desenvolvido por Alvard et al. (1993) e Lorenzo
et al. (1998), que permite uma grande versatilidade de uso, mais adaptados as condicdes de cultivo in vitro para
espécies tropicais. Entretanto, este modelo ainda ndo foi testado para culturas perenes, como no caso do
dendezeiro.

Portanto, ¢ fundamental que estas alternativas biotecnologicas promissoras ¢ seguras para a producio
massal de plantas elite de Elaeis sp. sejam testadas e estabelecidas metodologias de rotina para as diferentes
fases do processo de embriogénese somatica, nas diversas condigdes de cultura (semi-solido ou liquido),
proporcionando a clonagem de materiais e aumentando a taxa de multiplica¢do, mantendo a fidelidade genética
do material produzido.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento de embrides zigdticos e de
diferentes condi¢des de cultura in vitro do hibrido interespecifico dendé x caiaué na fase de inducio de calos
embriogénicos, visando subsidiar a pesquisa de desenvolvimento de protocolo de embriogénese somatica e
regeneracao de plantas do hibrido interespecifico.

MATERIAL E METODOS

Os estudos estdo sendo conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa
Amazonia Ocidental, em Manaus, Amazonas. Os experimentos apresentados a seguir fazem parte do projeto
“Biofabricas Integradas a Agricultura Familiar”, e tiveram inicio em novembro de 2009 e seguem andamento até
a presente data. Portanto, os resultados apresentados sdo preliminares,

Para os quatro experimentos descritos a seguir foram utilizados como explantes embrides zig6ticos
(maduros e imaturos) do hibrido interespecifico dendé x caiaug.

A assepsia das sementes consistiu em sua imersdo em solugdo contendo 50% de hipoclorito de sodio
(produto comercial com 2,5% de cloro ativo) por 10 minutos, seguido de lavagem em agua corrente, quebra do
tegumento ¢ extragdo dos embrides zigdticos com o auxilio de bisturi. Em camara de fluxo laminar, os embrides
foram imersos em 100 mL de solucdo de alcool etilico 70% + Tween-20 (2 gotas/100 mL) por 60 segundos,
sendo posteriormente lavados quatro vezes em agua destilada e autoclavada. Por ultimo, os embrides foram
imersos em uma solugiio contendo 5% de PPM® ¢ 3% de hipoclorito de sédio com 0,125% de cloro ativo por 5
minutos e, lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada.

Os meios de cultura foram ajustados para pH 5,8, antes da adigdo do agente geleificante, ¢ autoclavados
a 121°C w 1.3 atm de pressdo por 15 minutos. Os explantes foram inoculados em placas de petri de 10,0 cm de
didmetro ¢ 2.0 cm de altura contendo aproximadamente 30 mL de meio de cultura ¢ mantidos em ambiente
escuro de camaras de B.O.D. com temperatura de 26+1°C por 30 a 120 dias.

Os experimentos foram observados e avaliados seguindo critérios, tais como: formagdo de calos
compactos ¢ fridveis, germinagdo de embrides zigdticos, oxidacdo dos explantes e vigor do explante (com ou
sem atividade morfogénica).

Experimento 1 — Comportamento inicial de embrides zigéticos maduros de hibrido interespecifico
dend¢ x caiau¢ em meio de indugdo a calogénese.

Apbs assepsia, embrides maduros (150 dias) foram inoculados em meio de cultura de indugdo e
estabelecimento de calos composto pelos sais de Y3 (Eeuwens, 1976) acrescido de glicina (2 mg.L™), 4cido
nicotinico (0,9 mg.L™), piridoxina (1,5 mg.L™), inositol (100,0 mg.L™"), biotina (0,25 mg.L™"), 4cido pantoténico
(0,25 mg.L™"), carvio ativado (0,3%), sacarose (3%), agar (0,7%) e 2.4-D nas concentracdes 226,5;. 679.5 uM e
controle (sem 2.4-D).
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O experimento seguiu o delineamento estatistico inteiramente casualizado com trés tratamentos
(concentragdes de 2,4-D) com sete repeti¢des (placa) com quatro embrides por placa. Os explantes
permaneceram nesse meio de cultura por 30 dias, para que fosse observado o comportamento inicial da formacao
de calos primarios.

Experimento 2 - Inducio de calogénese em embrides zigoticos imaturos de hibrido interespecifico
dendé x caiaué.

Apo0s assepsia, embrides imaturos (90 dias) foram inoculados em meio de cultura de indugdo ¢
estabelecimento de calos composto pelos sais de Y3 acrescido de glicina (2 mg.L™), acido nicotinico (1 mg.L"),
piridoxina (1 mg.L"), tiamina (0,5 mg.L™), inositol (200 mg.L"), L-glutamina (100 mg.L"), 4cido aspértico
(100 mg.L™"), L-arginina (100 mg.L™"), cisteina (250 mg.L™), carvdo ativado (0,3%), PVP (500 mg.L™), sacarose
(3%). fitagel (0.2%) com 2,4-D nas concentracdes 453 € 679,5 uM.

O experimento seguiu o delineamento estatistico inteiramente casualizado com dois tratamentos
(concentragdes de 2.4-D) com dez repetigdes (placa) cada e cinco embrides por placa. Os explantes
permaneceram nesse meio de cultura por 30 dias, para que fosse observado o comportamento inicial da formagao
de calos primarios.

Experimento 3 — Efeito de diferentes meios de cultura na inducdo da embriogénese somatica a partir de
embrides zigdticos imaturos de hibrido interespecifico dendé x caiaué.

Apos assepsia, embrides imaturos (90 dias) foram inoculados em meio de cultura de inducdo ¢
estabelecimento de calos composto pelos sais e vitaminas de Y3 ou Ng (CHU et al. 1975) acrescido de acido
ascorbico (250 mg.L“). inositol (200 mg.L™"), L-glutamina (100 mg.L™"), acido aspartico (100 mg.L‘l). L-
arginina (100 mg.L™), cisteina (500 mg.L™), carvio ativado (0,3%), PVP (500 mg.L™), sacarose (3%), fitagel
(0,2%) com 679,5 uM de 2,4-D.

O experimento seguiu o delineamento estatistico inteiramente casualizado com dois tratamentos (meio
de cultura) com dez repeti¢des (placa) cada e quatro embrides por placa. Os explantes permaneceram nesse meio
de cultura por 90 dias.

Experimento 4 — Efeito de diferentes reguladores de crescimento na indugio da embriogénese somatica
em embrides zigoticos imaturos de hibrido interespecifico dendé x caiaué.

Ap0s assepsia, embrides imaturos (90 dias) foram inoculados em meio de cultura de indugio e
estabelecimento de calos composto pelos sais e vitaminas de Y3 acrescido de acido ascorbico (250 mg.L'1 ).
inositol (200 mg.L"), L-glutamina (500 mg.L™), 4cido aspartico (100 mg.L™"), L-arginina (100 mg.L"), cistcina
(500 mg.L™"), carvio ativado (0,3%), sacarose (3%), fitagel (0,2%) com 2,4-D (4983 uM), picloram (596,2 uM)
ou dicamba (498 uM).

O experimento seguiu o delineamento estatistico inteiramente casualizado com trés tratamentos
(regulador de crescimento) com 50 repetigdes (tubo de ensaio) cada ¢ um embrido por tubo. Os explantes
permaneceram nesse meio de cultura por 90 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados apresentados a seguir sdo preliminares, onde somente estdo relacionados os critérios
avaliados nas fases iniciais do processo de embriogénese somatica a partir de explantes de hibrido interespecifico
dendé x caiaué. Os experimentos ainda estdo em andamento e, portanto fardo parte de um novo relatorio onde
constardo as analises estatisticas e conclusoes das fases seguintes até a regeneracdo de materiais elite.

Experimento 1- Resultados preliminares do comportamento inicial de embrides zigoticos maduros de
hibrido interespecifico dendé x caiaué em meio de inducio a calogénese.

Apbs 7-10 dias de inoculagdo observou-se um acentuado intumescimento dos embrides zigoticos, €
apos 15 dias e em seguida o inicio da curvatura ¢ germinagdo dos embrides zigoticos (Figura 1). Ao final de 30
dias, avaliou-se a influéncia dos tratamentos na formagao inicial de calos primarios nos explantes.
De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, verificou-se em todas as concentragdes de 2,4-D houve o
inicio da germinacdo dos embrides zigoticos, ndo sendo observada a formagao de calos primarios. A germinagao
foi elevada (85,7%), demonstrando a viabilidade das sementes e que o0 meio utilizado se mostrou satisfatdrio
para a germinagao in vifro, apesar de nao ser este o objetivo deste ensaio. Hu e Ferreira (1998) relatam que
embrides excisados no estadio maduro ou proximo podem germinar € crescer num meio inorganico, € 0s
reguladores de crescimento tornam-se dispensaveis.
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Nos demais tratamentos, apesar da presenga de 2.4-D a inibi¢do da germinagdo foi parcial. favorecido
pelo efeito adsorvente do carvio ativado, que imobiliza parte dos elementos que compdem o meio, inclusive o
regulador de crescimento. Este comportamento também foi observado em outros trabalhos. sendo considerada
tanto a formacao de calos quanto a germinagdo altamente influenciada pelo meio de cultura e principalmente
pelo cruzamento ou gendtipo utilizado (CHEHMALEE e TE CHATO, 2007, STEINMACHER et al., 2007).
Teixeira (1989) avaliando este tipo de resposta em embrides zigoticos com diferentes estadios de
desenvolvimento, observou a formagao de calos em todos, entretanto, nos embrides mais jovens a produgdo de
calos primarios foi menor comparado aos demais, que por sua vez, foram mais propensos a germinagao, mesmo

em concentragdes elevadas de 2,4-D.

Tabela 1 — Resposta de embrides zigéticos maduros de hibrido interespecifico dendé x caiaué, apds
Amazonia Ocidental, 2010.

30 dias de cultura em meio de indugdo de calos. Embra

0, o, 1 3
2.4-D - e?(l)’lqnte ps S A’ germinagao % embrido % embrido
com inicio de | % germinagdo | incompleta ou : X
(em uM) % entumescido inerte
calogénese anormal
679.,5 0 10.7 37,1 17.9 14.3
226.5 0 46,4 42,9 10,7 0,0
0
(controle) 0 85,7 3,6 7.1 3.6

Figura 1 — Aspecto dos explantes maduros apos 30
dias in vitro. 1. Embrido zigético inerte; 2.
Embrido zigoético intumescido; 3.
Germinacio do embrido zigdtico. Embrapa
Amazonia Ocidental, 2010.

Experimento 2 — Resultados preliminares da indugio de calogénese em embrides zigoticos imaturos de
hibrido interespecifico dendé x caiaué.

Da mesma maneira que os embrides imaturos do experimento anterior, os explantes imaturos ao final de
7-10 apresentaram intumescimento, e em seguida o rompimento dos tecidos para formagio dos casos, ou em
alguns casos o inicio da germinagdo entre 15-20 dias apds cultura.

Os embrides imaturos apresentaram uma resposta morfogénica ao final de 30 dias, onde a porcentagem
de germinacdo média foi de 8 e 12%, nos tratamentos de 453 e 679.5 uM de 2,4-D, respectivamente (Tabela 2).
Esta reacdo pode estar relacionada a exigéncia nutricional do explante para que ocorra o desenvolvimento ¢ 0
crescimento do embrido imaturo. Entretanto, o meio utilizado foi mais eficiente na indugio de calos primarios
tanto na base de embrides com germinagio parcial, com 60 e 38% (453 ¢ 679.5 uM de 2.4-D) ou sobre todo o
explante 24 e 38% (453 € 679,5 uM de 2.4-D). A ocorréncia de embrides sem reagdo morfogénica apos 30 dias
de cultura pode ser consequéncia da viabilidade do embrido e de danos mecanicos no processo de extragdo da

améndoa.
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Conforme Ammirato (1983), na maioria das plantas e em especial nas monocotiledoneas, o 2.4-D ¢
responsavel por conferir competéncia embriogénica aos tecidos cultivados in vitro, e desta forma o estadio de
desenvolvimento do explante torna-se particularmente importante no processo embriogénico. Neste sentido. a
porcentagem de calos formados neste ensaio pode ser considerada elevada em ambas as concentragdes, como
consequéncia da interagdo entre a fase de maturagdo do embrido com a concentragao do 2,4-D.

Tabela 2 — Comportamento de explantes de hibrido interespecifico dendé x caiaué, apos
30 dias de cultura em meio de indugio de calos. Embrapa Amazonia
Ocidental, 2010.

2.4-D % embrides % germinados % calo % explante
(em pM) germinados com calo ° inerte
453 8.0 60.0 24.0 8.0
650 12.0 38.0 38.0 12,0

Diversos estudos foram realizados atualmente para a verificacdo do estadio ideal do embrido que
promova maior porcentagem de calogénese ¢ embriogénese somatica com vistas a regeneragdo. Guerra ¢ Handro
(1998) obtiveram sucesso com embrides de 180 dias de Euterpe edulis, enquanto para Teixeira et al. (1993) a
porcentagem de calos embriogénicos compactos foi de 28,6% para embrides de 91 dias e de 0% para embrides
maduros com 140 dias.

Experimento 3 — Resultados preliminares do efeito de diferentes meios de cultura na indugio da
embriogénese somatica a partir de embrides zigdticos imaturos de hibrido interespecifico dendé x caiaué.

Quando se avaliou a influéncia dos meios de cultura na indugio de embriogénese somatica, verificou-se
que a formacdo de calos fridveis foi similar entre os dois meios. No entanto. o meio N6 apresentou 17,5% de
calos compactos, superior aos 5,6% do meio Y3. Resultados similares foram obtidos por Muniran et al. (2008)
que ao compararem a eficiéncia de meio Y3 ¢ N6 suplementados por 2.4-D na indugdo de calos em £.
guineensis, verificaram que ao final de 120 dias somente o meio Y3 formou calos embriogénicos, enquanto no
meio N6 os calos eram compactos.

Tabela 3 — Efeito da composi¢do do meio de cultura na formagio de calos
embriogénicos a partir de embrides zigoticos de hibrido interespecifico
dendé x caiaué, apos 120 dias de cultura.

0 0,
Meio de cultura % de calo friavel % de calo % Qe calos
compacto oxidados
Y3 472 5.6 38.9
N6 40.0 17.5 42.5

A suplementacdo do meio de cultura com carvao ativado ¢ PVP em razio da elevada concentragio da
auxina (680 pM), nio foi eficiente no controle do processo degenerativo dos calos ao decorrer dos 120 dias de
cultura em ambos meios. Em determinadas espécies, periodos prolongados em meios de cultura com elevada
concentragdo de 2,4-D, resultaram na perda da competéncia, senescéncia e morte de calos embriogénicos
(COSTA, 2006). De acordo com Teixeira (1993) o nivel de oxidagdo pode ser reduzido com o uso de compostos
nitrogenados tais como arginina, asparagina, glutamina e caseina, visto que o efeito destes esta relacionado com
o favorecimento do crescimento do calo, resultando no menor acimulo de compostos fendlicos e escurecimento
do tecido. O mesmo autor afirma que subculturas freqiientes para meio de mesma formulagao de tecidos ndo
oxidado contribuem para o controle deste processo.

A inducdo de calos fridveis foi considerada baixa em ambos meios testados, comprometendo a fase
seguinte de manutengdo para o estabelecimento de processos de multiplicagio clonal massal para o dendé.
Visando a progressdo das culturas embriogénicas, ¢ recomendavel que novas condigdes de cultura sejam
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investigadas, tais como a alteragdo na concentragdo do carvao ativado, reguladores de crescimento pelas
possiveis interagdes com reguladores endogenos dos calos fridveis, e suplementagdes com vitaminas €
aminoacidos.

Experimento 4 — Resultados preliminares do efeito de diferentes reguladores de crescimento na
indugio da embriogénese somatica em embrides zigodticos imaturos de hibrido interespecifico dendé x caiaué.

De acordo com a Tabela 4, as respostas morfogénicas foram distintas no meio Y3 suplementado com os
reguladores 2.4-D, picloram ¢ dicamba, ao final de 90 dias de cultivo. A germinagdo completa dos embrides
somente ocorreu no meio suplementado com 498,3 uM de 2,4-D.

Tabela 4 — Influéncia de diferentes reguladores de crescimento na formacao de calos
embriogénicos a partir de embrides zigoticos imaturos de hibrido
interespecifico dendé x caiaué. Embrapa Amazonia Ocidental, 2010.

% germinagao ¢

Regulador de crescimento % germinacao % calo silos
2.4-D 61,7 43 34,0

Picloram 0 96,8 42
Dicamba 0 86,8 13,2

Em geral, os tecidos competentes a partir do explante utilizado se diferenciaram em calos
embriogénicos com aspecto granular principalmente sob a a¢do do Picloram, enquanto que enquanto os calos
obtidos com 2.4-D eram menores ¢ pouco fridveis e, com o Dicamba, mais compactos. Resultado similar foi
obtido por Steimacher et al. (2007) trabalhando com embriogénese somatica de pupunha (Bactris gasipaes), que
obtiveram a melhor resposta na producido de calos embriogénicos em tecido de inflorescéncia com 300 uM de
Picloram. Maciel et al. (2010) em explantes embrides zigoticos imaturos de pupunha obtiveram de 20 a 34% de
calos cultivados em 2.,4-D e Picloram, respectivamente.

CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicaram a necessidade de ajustes nas condi¢des de cultura in vitro
de embrides zigdticos de hibrido interespecifico de dendé africano x caiaué, considerando que:

- 0 2,4-D em altas concentragdes promoveu a germinagdo de embrides maduros em meio de indugao a
calogénese;

- a adicdo de agentes oxidantes em meio Y3 e N6 com 2,4-D ndo inibiu completamente a oxidagdo de
calos embriogénicos;

- 0 uso do Picloram promoveu melhor formagao de estruturas fridveis a partir de embrides zigoticos
imaturos.
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