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Estabelecimento In Vitro e Calogénese de Espécies Perenes
Tropicais de Interesse Econdmico

Marcelle Larissa Correa
Regina Caetano Quisen

Introducao

Os programas de melhoramento genético de espécies amazobnicas de interesse
econOmico estdo voltados para obtencdo de clones que apresentem caracteristicas
desejaveis de producao e tolerancia a doencas, por meio de cruzamentos controlados, e
também para obter clones com porte reduzido; testar as diferentes condi¢cdes ecoldgicas;
avaliar e selecionar novos materiais; reunir, preservar e caracterizar o germoplasma
disponivel; e observar, adaptar e testar novas metodologias de estudo. Entretanto, a
avaliacdo da variabilidade intraespecifica e selecdo preliminar de gendtipos superiores
requerem a implantacao de rede de experimentos de competicao de clones em dife-
rentes regidoes de interesse.

Neste sentido é que a biotecnologia apresenta uma série de novos procedimentos
desenvolvidos que podem ser implementados em programas de melhoramento genético,
tais como a propagacao in vitro, que podera acelerar a producao de mudas em larga
escala dos clones selecionados. Entretanto, a cultura de tecidos vegetais de algumas
espécies é bastante dificil, devido ao carater recalcitrante nessas condicoes, isto €,
espécies consideradas de desenvolvimento e multiplicacdao mais complexo e lento.
Nesse caso, o entendimento do processo morfogénico dessas espécies ainda é limitado,
principalmente no que diz respeito a compreensao dos estimulos e condicGes necessarias
para ainducao e o controle desse processo.

O termo cultura de tecido vegetal refere-se a técnica de cultivo in vitro de todas as
partes da planta (célula isolada, tecidos e 6rgaos) sob condicdes assépticas (PASQUAL,
1998) que responda as condicdes de inducdo do meio de cultura, com vistas a regene-
racdo vegetal in vitro (TORRES et al., 2000).
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Os explantes, antes de serem
inoculados em um meio de cultura,
precisam ser desinfestados. Essa desin-
festacao é um processo de esterilizacao
da superficie do explante visando eliminar
0S microrganismos, como bactérias,
fungos e leveduras.

Apds assepsia, os explantes podem
ser regenerados por organogénese ou
embriogénese somatica. Organogénese é
uma via de desenvolvimento na qual
érgaos vegetais (brotos, raizes) ou ambos
sdo induzidos a diferenciacao a partir de
uma ou varias células. A organogénese
pode ser direta ou indireta. Na direta,
também chamada de adventicia, o 6rgao
vegetal é induzido e desenvolve-se direta-
mente de um explante. Na indireta, ha
uma fase inicial de proliferacdo e
crescimento de calo seguido por inducao
de brotos ou raizes e desenvolvimento
desses tecidos (MANTELL et al., 1994).
Calo é um grupo ou massa de células com
crescimento desordenado que pode
apresentar certo grau de diferenciacao.

A embriogénese somatica é uma via
de desenvolvimento na qual a formacao
de embrides € induzida de células
somaticas. Como a organogénese, a
embriogénese somatica pode ocorrer
diretamente de um explante sem o
aparecimento de calos. Entretanto, a via
embriogénica indireta, na qual embrides
somaticos sao induzidos e desenvolvidos
de proliferacoes de calos, é a mais
comum. Em todas as situacOes, certo
periodo de tempo € necessario para
desdiferenciar e obter competéncia para
a via embriogénica, iniciada de uma
cultura celular (MANTELL et al., 1994).

A aplicacdao dessas técnicas na
propagacao de espécies lenhosas indica a
possibilidade de obtencao, em curto
espaco de tempo, de grandes quanti-

dades de novas plantas a partir de um
Unico explante em subcultivos periédicos.
No entanto, apesar dos avancgos
verificados para muitas culturas, ainda é
limitada a compreensao dos estimulos e
condicOes necessarias para inducao e
controle desse processo para muitas
espécies tropicais de interesse econémico
(DAMIAO FILHO, 1995).

Assim, visando colaborar com
conhecimentos para a cultura de tecidos
de espécies lenhosas, este trabalho teve
como objetivo introduzir explantes in vitro
e induzir a formacao de calos embriogé-
nicos em tecidos de espécies perenes
tropicais.

Material e Métodos

Os experimentos foram desenvol-
vidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas da Embrapa Amazénia
Ocidental, localizado no Km 29 da
Rodovia AM-010, Manaus, Amazonas.
Foram utilizados tecidos (explantes) reti-
rados de mudas estabelecidas em casa de
vegetacao das seguintes espécies: pau-
rosa (Aniba rosaeodora), castanha-do-
brasil (Bertholetia excelsa), cumaru
(Dipterix alata) e cupuacu (Theobroma
grandiflorum).

A Tabela 1 descreve os detalhes de
cada ensaio para introducao e
calogénese.

Conforme especificado em cada
ensaio, apos assepsia, os explantes foram
inoculados em meio de cultura com pH
ajustado para 5,8 e mantidos por 20-30
dias em ambiente escuro com tempera-
turade 25 °C+ 2 °C e avaliados quanto a
oxidacao e ocorréncia de contaminacao.
No experimento de calogénese foi
avaliada a ocorréncia de calos formados
por explante.
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Y

No caso da inducédo a calogénese
em tecido de cupuacuzeiro, foram
utilizados calos pré-existentes prove-
nientes de tecido nucelar e botdes florais
de plantas selecionadas que foram
subcultivadas para novos meios de
cultura com diferentes reguladores de
crescimento. A primeira subcultura foi
realizada para meio DKW (DRIVER e
KUNIYUKI, 1984) suplementado com
0,4% de glicose, 500 mg L' de
glutamina, 200 mg L" de caseina e 0,6%
agar. Os tratamentos diferenciaram-se
pela adicdo dos reguladores de
crescimento AIA (1,0e3,0mg L"), e AIA
(1,0mgL") + KIN (0,25 mgL"). Os calos
permaneceram em ambiente escuro em
sala de crescimento com temperatura de
25 °C+2 °C e foram avaliados apés 30
dias de cultivo e transferidos para os
mesmos meios.

A terceira subcultura foi realizada
para meio DKW suplementado 0,4% de
glicose, 500 mg L " de glutamina, 200 mg
L" de caseina, 1,0 mgL" de AIA, 0,25 mg
L' de KIN e 0,6% 4gar. Esses calos
permaneceram em ambiente escuro em
sala de crescimento com temperatura de
25 °C+2 °C e foram avaliados apés 30
dias de cultivo.

Resultados e Discussao

Os resultados apresentados no
Ensaio 1 (Tabela 2) demonstraram a
toxicidade dos biocidas nas concen-
tracOes utilizadas, tanto na assepsia
como componente do meio de cultura,
gue resultaram na perda por oxidacao e
necrose de 100% dos explantes de pau-
rosa nos tratamentos 2 e 3. No
tratamento 1, essa perda foi de 40%,
enquanto que a contaminagao por micror-
ganismos foi de 60%. Essa reacao oxida-
tiva ocorreu em toda a extensao do tecido
nos tratamentos 2 e 3, enquanto que, no
tratamento 1, a reacao foi observada nas
bordas dos explantes, mantendo a colo-
racao esverdeada no centro dos segmen-
tos foliares. No tratamento 3, a oxidacao
foi mais intensa, com exudacao de com-
postos fendlicos para o meio de cultura,
em 80% dos explantes, inviabilizando a
utilizacao desses tecidos. Dessa maneira,
pode-se concluir que a associacao do bio-
cida na assepsia e no meio de cultura
possa ter sido téxico ao tecido vegetal.
Nesse caso, recomendam-se novos testes
com concentracdoes menores dos
biocidas, associados ou nao, para a
desinfestacdo de explantes dessa
espécie.

Tabela 2. Eficiéncia da assepsia na desinfestacdo de explantes foliares de pau-rosa. Embrapa

Amazonia Ocidental, Manaus, 2010.

Tratamento

N —

No ensaio 2 (Tabela 3), a perda de
explantes por oxidacdo variou entre as
espécies avaliadas, o que foi observado
desde a oxidacdao nas bordas dos
segmentos foliares até a perda do
explante pela oxidacao completa da area

% de contaminacéo

60

% de oxidacdo

40
100
100

dos segmentos. A toxidade foi maior para
a castanha-do-brasil, que teve 90% dos
explantes completamente oxidados. Para
preciosa e cumaru, oxidacao foi menor,
afetando mais as bordas dos explantes.
Quanto a contaminacao, observou-se que
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os tratamentos apresentaram baixa
eficiéncia para o pau-rosa, cumaru e
preciosa. Para a castanha-do-brasil, a
perda foi de 10% somente. A diferenca
observada nesse caso pode estar
associada a contaminacao endégena dos
tecidos, assim como a facilidade de
limpeza da superficie do explante, que
pode, pela presenca de cerosidades ou
pelos, influenciar a eficiéncia da
desinfestacdao. Neste sentido, para

ambos os ensaios, verificou-se a
sensibilidade desses tecidos ao produto
PPM’. Compton e Koch (2001) corro-
boram com esses resultados ao afirma-
rem que as cotilédones de petldnia sao
mais sensiveis do que as de melao, em
uma mesma concentracdo do biocida
PPM’, e que, dessa maneira, é necessario
analisar uma série de concentracdes
quando usé-lo pela primeira vez em uma
planta.

Tabela 3. Eficiéncia da assepsia na desinfestacdo de explantes de espécies florestais tropicais.
Embrapa Amazénia Ocidental, 2010. Embrapa Amazdnia Ocidental, Manaus, 2010.

Espécie % de contaminacao % de oxidacao
Pau-rosa 70,0 30,0
Cumaru 90,0 10,0
Preciosa 60,0 40,0
Castanha-do-brasil 10,0 90,0

No Ensaio 3, os tratamentos apre-
sentaram resultados bem distintos,
conforme apresentados na Tabela 4. O
tratamento de imersdao em solucdo com
cloreto de mercurio a 0,5%, durante 1
minuto, seguido de assepsia padrao, foi
satisfatério para a desinfestacdo de
segmentos foliares de castanha-do-
brasil, tendo em vista que esse
tratamento proporcionou 10% de
sobrevivéncia, superior ao tratamento
com fungicida. Apesar de a perda de
explantes no tratamento 1 ter sido
bastante elevada (40%), o ajuste desse
meio de cultura visando ao controle do
processo oxidativo deve ser priorizado

Tabela 4. Eficiéncia da assepsia na desinfestacao de segmentos foliares de castanha-do-brasil.

Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, 2010

Tratamento

N —

% de contaminacéo

10
60

nos préximos ensaios, com ajustes de
tempo de exposicao e concentracoes ou
adicao de outros agentes antioxidantes. O
cloreto de mercurio, apesar de mais
eficiente que o fungicida, € um produto
toxico e deve ser utilizado com muita
cautela (GEORGE, 1993). Esse produto
vem sendo utilizado, com sucesso, para
muitas espécies lenhosas que apresen-
taram sérios problemas de contaminacao
por microrganismos, como ja relatado por
Chalupa (1990), Purohit et al. (1994) e
Patnaik e Debata (1996). Neste sentido,
vale ressaltar que o controle de descarte
de residuos e rejeitos deve ser cuidadoso,
seguindo as normas de boas praticas
laboratoriais.

% de oxidacdo

40
60
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A adicdo de PPM" a 0,5% no meio
de cultura no Ensaio 4 foi eficiente na
limpeza de explantes foliares de
castanha-do-brasil, com 90% de
explantes limpos, nao possibilitando
maior contaminacao durante os dias de
cultivo. Ao contradrio, o tratamento
controle (sem PPM’) favoreceu a
contaminacdo de 60% dos segmentos
inoculados. A oxidacao dos explantes foi
parcial, ndo afetando a regido da gema na
axila do segmento. Apesar de serem
explantes diferentes, considerando que
90% dos segmentos foliares de
castanha-do-brasil oxidaram em meio de
cultura contendo 1% de PPM’ (Ensaio 2),
areducao dessa concentracao para 0,5%
nao acarretou perdas e foi eficiente no
controle de microrganismos.

Os resultados do Ensaio 5 (Tabela
5) para limpeza e inducao de calogénese
em segmentos foliares de castanha-do-
brasil foram observados ao final de 50
dias de cultura. A melhoria do processo

de limpeza dos segmentos, apesar de
resultar em média 22,5% de contami-
nacao, foi consideravel no controle de
oxidacao, que ficou restrita as bordas dos
tecidos. Quanto a inducdo a calogénese,
observou-se baixa sensibilidade do tecido
foliar aos tratamentos aplicados, sendo
observada a formacao de calo somente no
meio de cultura suplementado com 0,5
mg L' de ANA e 2 mg L" de BAP. Serra et
al. (2000), por sua vez, obtiveram calos
induzidos com base em explantes foliares
de castanha-do-brasil inoculados em meio
MS suplementado com 0,5 mg L" de 2,4-
De 2 mglL'de BAP, com padrdo de
crescimento sigmoidal, com tendéncia de
ganho de matéria fresca em funcao do
aumento do tempo de cultivo. De forma
distinta, no presente ensaio, o 2,4-D nao
favoreceu a calogénese, da mesma forma
que o tratamento com maior concentra-
cao do ANA. Neste caso, recomenda-se
nova experimentacao, considerando dife-
rentes combinagcdes/concentracdes entre
auxinas e citocininas.

Tabela 5. Desinfestacao e calogénese de segmentos foliares de castanha-do-brasil. Embrapa

Amazonia Ocidental, Manaus, 2010.

Tratamento

1-0,5mgL-1de2,4-D + 2 mgL-1de BAP
2-1,0mgL-1de 2,4-D + 2 mgL-1 de BAP
3-0,5mgL-1de ANA + 2 mg L-1 de BAP
4-1,0mgL-1de ANA + 2 mg L-1 de BAP

No Ensaio 6, avaliou-se a influéncia
do uso de antibidticos, fungicidas e
biocidas na desinfestacdo de explantes
foliares de pau-rosa. A perda por
contaminacao de explantes por microrga-
nismos foi de 80% e 30% nos
tratamentos 1 e 2, respectivamente.
Esses resultados indicam, portanto, a
reducdo acentuada da contaminacao in

% de contaminacao % de oxidacao

20 0
30 0
10 10
50 0

vitro com a associacao de fungicidas,
antibiéticos e do biocida PPM’ na assepsia
e no meio de cultura. A utilizacao do
cloreto de mercurio e do PPM’ (tratamento
2) foi pouco eficiente na limpeza de
explantes de pau-rosa. Assim, o
tratamento 1 pode ser considerado como
boa opcao na fase de introducao de
explantes dessa culturain vitro.
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O processo de calogénese do
cupuacu nao foi melhorado com os meios
utilizados, sem a formacao de estruturas
embriogénicas.
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