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PROPAGACAO DA PALMEIRA MACAUBA Acrocomia aculeata
(JACQ) LODDIGES. ATRAVES DE METODOS "IN VITRO"

Autora: Sandra Aparecida Tabai

Orientador: Prof. Dr. Otto Jesu Crocomo

RESUMO

A propagac3io da macatdba é feita
exclusivamente através de sementes, as quais tém periodo de
dorméncia de até 4 anos. Apesar dos macicos povoamentos
naturais de macadba em regides do territdric brasileiro e da
alta produtividade estimada, a sua dorméncia e outros
fatores como alta heterogeneidade, auséncia de informacdes
fisioldgicas e bioquimica envolvendo esta espécie,
determinam um avanco muito lento na sua . propagacdo e
consequentemente na sua producio.

Neste contexto o trabalho teve como. objetivo
estudar os problemas relacionados com a propagagio desta
palmeira e o seu potencial morfogengtico na expressao da
embriogénese somiatica.

Através da cultura de embrides “in wvitro" o
tempo de germinaclo foi reduzido, possibilitando a obtenc3o
de plantulas apds 16 semanas da inoculac3o. Em estudo fisio-
logico do crescimento e desenvolvimento verificou-se que al-
ta concentragc3o de nitrogénio causa reducdo nas massas de

matéria fresca e seca quando comparada com meio de cultura



xviii.
contendo concentracdes de nitrogénio correspondentes a2 50 e
252% da formulacio completa de MS. Observou-se que auséncia
de nitrato afeta germinac3o e que a presenca conjunta de No;
e NH: em concentracdes correspondente 32 50 e 252 presentes
no MS =s3o0 favoriveis para germinacio e desenvolvimento de
plAntulas. A utilizacdo de embrides oriundos de frutos madu-
ros e imaturos como explantes evidenciaram que os fatores
que causam dorméncia em macatba surgem possivelmente durante
a maturacio do fruto.

Para obtencio de calos, objetivando a produgio de
mudas através da embriocgénese somatica, embrides zigdticos
oriundos de frutos maduros e imaturos foram utilizados como
explante. Foram também utilizados embrides pré—-germinados
inoculados inteiros ou somente parte deste contendo regido
do peciolo cotiledonar. Embrides de frutos maduros
comportaram—-se melhores como fonte de explante.

A manifestac3o do potencial morfogenético dos ca-
los desenvolvidos em meio contendo 2,4-D mostraram que essa
auxina filtrada, em baixas concentracdes {(até 43,5 mgsl> in-
duziu calos e quando autoclavado em concentracdes de até 90
mgs1, foli insuficiente na induc3o de calos. Esta observacio
evidencia que ocorreu degradac3o de parte desta auxina pela
autoclavagem e/ou maior adsorc3o pelo carvio ativado. Mesmo
a utilizac3o de concentracdes elevadas de 2,4-D {(até 600
mg/D nao favoreceram a formac3io de calos com
caracteristicas embriogénicas.

Na induc3o e desenvolvimento de calos utilizando
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picloram observou-se a formac3io de calos com caracteristicas
embriogénicas. Na tentativa de aumentar a manifestag3o do
potencial embriogénico estudou-se o efeito da concentracio
de calcio no meio de cultura contendo picloram. Observou-se
que niveis menores de cilcio, correspondente a 25 e 50% do
MS s3o mais efetivos para inducio de calos com
caracteristicas embriogénicas. Estudos histoldgicos confir-
maram o potencial morfogenético, evidenciando algumas estru-
turas com caracteristicas embriogénicas, apontando o uso do
picloram com grande potencial para inducdo da embriogénese

somatica em macadba.



"IN VITRO" PROPAGATION OF MACAUBA PALM
Acrocomia aculeata (JACQ)D LODDIGES.

Author: Sandra Aparecida Tabai

Adviser: Prof. Dr. Otto Jesu Crocomo

SUMMARY

The propagation of macauba has exclusively
been done by using seeds, which show a dormancy time of up
to 4 vyears. In despite of large natural population of
macauba on the Brazilian lands and the high vield; the
dormancy, the high heterogeneity of the plants population
and the lack of physioclogical and biochemical information
related to this palm species have determined a very slow
improvement in its propagation procedures and in its
productivity.

In this context, the objective of this work
was to study the problems concerned with the propagation and
the  morphogenetical potential toward plant regeneration "“in
vitro'.

By using embryo culture "in vitro" the germi-
nation time was reduced drastically being possible to obtain
macauba seedling 16 weeks after inoculation. In the seedling
growth physiology and development studies it was observed

thatt growth medium with high nitrogen content caused
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decrease on the fresh and dry weight compared with medium
containing nitrogen concentration of 504 and 25% of the
nitrogen in the original MS formulation. Nitrate absence in
the medium was observed to affect the germination of the
embryo and its presence together with NH: at concentration of
50% and 285% of those in the original MS formulation
respectively, favored the germination and the growth of the
seedlings. Germination experiments utilizing embryos from
mature and from imature fruit showed evidences that the
factors causing dormancy in macauba seeds develop during or
after fruit maturation.

Embryos from mature, imature fruits, pre-
germinated embryos and region of the embryo containing only
the cotyledonal petiole were used as explant material for
callus and embryogenese induction. Embryos from mature
fruits provided the best results.

The expression of the morphogenetical poten-—
tial of the callus induced in autoclaved medium containing
2,4-D compared with medium containing filtrated 2,4-D
indi~cated a degrading effect of the autoclavation on the
2,4-D, causing a low efficiency of it when concentrations
lower than 90 mgrslit were used. When 2,4-D was filtrated,
concentration as low as 483 mgrslit was sufficient to induce
callus. However the callus obtained, even when concentration
of 600 mgrlit was used, never showed embriogenic
characteristics.

On the other hand, the use of Picloram
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(2,4,5~trichloropropionic acid> as auxin source it induced a

callus formation showing embryogenic performance. Levels of

ca® of 25% and 50% of that in the original MS medium
improved the expression of the embryogenic potential.

Hystological studies of the ocbtained

embryogenic aggregations confirmed the embryogenic nature of

the callus and suggested the use of Picloram as best auxina

to carry out morphogenetical studies with macauba.



1. INTRODUCAO

A macauba (Acrocomia aculeata (Jacq>
Loddiges> ¢ uma palmeira neotropical com distribuicio em
quase todas as regides do territdrio brasileiro. Dentro do
género Acrocomia ela € a de maior dispers3o no nosso pais,
constituindo-se na espécie mais tipica de Minas Gerais.

0O valor econdmico representado pela macatba
pode ser avaliado em funcio das amplas possibilidades de seu
aproveitamento como produtora de alimento para o homem e
animais, bem como de matéria prima para indastria.

O fruto da macadtba & o produto economicamente
de maior importincia. Tanto o &leo da polpa como o das
améndoas apresentam interesse para a indastria farmaceGtica
e de cosmético, bem como para o setor energético.

As perspectivas de aumento de rendimento do
Sleo foram estimadas por WANDECK e JUSTO (<1982)>, podendo ser
superior a 6 toneladas/ha de dleo. Mais recentemente CGORADIN
e LLERAS (1986), relataram gque em algumas populacdes nativas
amostradas foi permitido estimar uma produtividade de 10
toneladas/ha. Entre as oleaginosas a macadba se destaca pela
alta produtividade estimada, principalmente gquando comparada

com culturas de ciclo curto, como a soja gue apresenta uma
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estimativa de produc3o de 0,50 a 0,66 toneladas” ha de 38leo
{BATISTA, 1980>, o gque representa 10 vezes menos do que a
producio de dleo da macatba.

Programas visando a domesticacio desse gé&nero
podem efetivamente consagrar a macadba entre as oleaginosas
mails promissoras economicamente.

A sua propagacdo & realizada por s=ementes, as
quais tem um periodo de dorméncia de até 4 anos, sendo que a
Arvore comec¢a a produzir frutos entre 5 a 6 anos de idade.
Esse fator determina drastico atraso na propagacio e na
producdo agricola.

Neste sentido, o, desenvolvimento de
tecnologia para racionalizar e regularizar a producio de
mudas permitiria o avanco da cultura com melhor
aproveitamento do seu potencial agrondmico.

Para viabilizar esse aspecto, a técnica de
cultivo 1in vitro apresenta-se como uma alternativa para a
reducio do periodo de germinac3o da semente através da cul-
tura de embrides =zigdticos. O desenvolvimento de protocolo
para propagac3o ridpida, obtida seja através da embriogénese
somatica esou da organocg@énese, possibilitando a obtengcio de
populacdes de plantas geneticamente uniformes, =se constituil
em outra alternativa racional para esta cultura.

Assim, além da regularizac3o da produclo de
mudas por cultura de embrides, propde-se ainda a realizaci3o
de estudos dos fendmenos que ocorrem durante a morfogénese

in vitro.



3

Esses estudos permitem a compreensio dos até
agora pouco conhecidos aspectos dos processos de
crescimento, diferenciac3o e morfogénese de palmeiras,
necessarios para se controlar in vitro e posteriormente in
viveo o8 mecanismos bioquimicos e fisioldégicos responsaveis
pelo seu crescimento e produtividade.

Neste contexto, o presente trabalho tem por
obietivo procurar entender e contornar os problemas relacio-
nados com a propagacio da macaitba através da abordagem bio-
tecnoldgica, principalmente o controle da germinagc3o e a in-

ducio da embriogénese somatica e sua expressio.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consideracdes gerais.

Atualmente sdo conhecidos cerca de 230
géneros e 26850 espécies de palmeiras. A maioria destas
palmeiras =30 utilizadas ornamentalmente, entretanto trés
espécies tem causado impacto internacional gquanto ao gque
delas se pode extrair:  Elgeis guineensis Jacq {dendd),
Cocos nucifera L. {cocod e Phoenix dactylifera. (timarad. As
duas primeiras s30 importantes fontes de &leo comestivel e a
dltima € fonte de carboidratos (REYNOLDS, 1982).

Durante a Gltima década tem surgido um
crescente interesse em plantas oleaginosas devido, em parte,
a demanda por dleos vegetais para consumo humano e mais
recentemente como fonte alternativa renovavel de energia
(LLERAS, 1985).

Embora as palmeiras possam se constituir em
fontes mais promissoras de &leos vegetais, até o presente =6
duas espécies foram domesticadas para este fim: o dendé (E.
guineensis) e o coco (C. nuciferal.

Na América do Sul ocorre a maior concentracio
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de espécies de palmeiras, cerca de 1200 espécies das quais
500 s30 nativas do Brasil (MARKEY,1956>, sendo algumas
apontadas por TISSERAT (1984>; SONDAHL & TEIXEIRA <1991> com
grande potencial para agricultura. Dentre elas se destaca a
macatdba (Acrocomia aculeata (Jacq.D Loddiges> (Tabela 1D.

O género Acrocomia que engloba cerca de duas
dezenas de espécies com distribuicio na América Latina es-
tendendo-se do México a Argentina, ocorrendo principalmente
nas Antilhas, Costa Rica e Paraguai, sendo constatada em
quase todas as regides do territdrio brasileiro. Dentro des-
te género esti a Acrocomia aculeata (Jacqg.) Loddiges que € a
palmeira de maior dispers30 no nosso pais, constituindo-se
na espécie tipica de Minas Gerais. Este género foi estabele-
cido em 1824 por MARTIUS como Acrocomia sclerocarpa, atual-
mente 4. aculeata (Jacq) Loddiges ex Mart.(ALVES, 1987).

O valor econdmico representado pela macatba
pode ser avaliado em funcio das amplas possibilidades de =seu
aproveitamento integral (NOVAES, 1952).

O fruto da macadba € o produto economicamente
de maior importincia dessa palmeira. Tanto o &leo da polpa
como o das améndoas apresentam interesse para inddstria
farmacéutica e de cosméticos, bem como para o setor
energético. Esse &leo tem bom mercado na indaGstria de
sabdes, podendo ambos, no entanto, serem usados para consumo
humano, desde que haja seleclo de frutos, recém colhidos e
n3o deteriorados. O farelo da améndoa, subproduto da

extracfo do &leo, tem considerdvel valor nutritivo pelo seu
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Tabela 1. Espécies de palmeiras nfo exploradas e com alto

potencial para agricultura.

PALMEIRAS Habitat Produtos Referéncias

Acrocomia Brasil éleo industrial Lleras, 1985
aculeata L. reg. central fibra, carvio

Astrocaryum Amazdénia fibra, éleo Schultes,
tucuma Mart. vegetal 12977

Bactris América palmito, fruto, Kitzke &
gasipaees Central dleo Johnson,
H.B.K, 1975
Hyphaene Africa fonte de fibra Moll, 1972
natalensis do Sul

Manicaria Amazonia fibra, dleo Balick, 1979
saccifera

Gaert.

Mauritia Amazonia Sdleo Balick, 1979
vinifera

Mart.

Sygrus Amazdnia fonte de cera Kitzke &
coronata via Tolha Johnson,
{Mart.) Becc 1975

Elaeis Amazdnia dleo Balick, 1979
oleifera

{(H.B.K.)

Cortes

Fontes: TISSBERAT (1984); SONDAHL & TEIXEIRA (1991)



alto teor de proteina, o que leva ao seu emprego como
componente de racdes animais balanceadas. 0 endocarpo duro
tem =sido empregado, in natura, como insumo energético nas
regides de maior ocorréncia da macadba, para uso doméstico
ou em escala industrial para a produclo de carvdo (BRASIL,
19855,

A medicina popular utiliza o dleo extraido da
améndoa como calmante e para nevralgias (dores de cabecad
(ROCHA, 1946).

ARKCOOL  {1988), incluiu a macadba como uma
fonte potencial de &cido ladrico. O A&cido ladrico e seus de-
rivados tem muitas aplicacdes nas indidstrias alimenticia e
quimica. Além do seu mercado nas inddstrias de cosméticos e
farmacéutica.

0O d&leo da macadba destaca-se como fonte
alternativa de energia, como a producdo da mistura
combustivel, como substituto do &leo diesel (BRASIL, 1985;
TEIXEIRA, 1985D.

LLERAS (1985>, enfatizou a necessidade de se
desenvolver estratégias para a domesticac3o desta espécie,
devido a alta variabilidade gendtica dentro e entre
populacdes principalmente no gque se refere a precocidade de
floracio e frutificaclo assim como ocorréncia de material de
alto rendimento nas populacdes nativas. Até o presente n3o
hi culturas racionais e orientadas da macadiba. Portanto,
todas as consideracdes em torno desta palmeira foram

baseadas sobre as culturas nativas.
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DUKE (1986)>, relaciona a producZo de d&leo de
dendé e soja, estimando que a produclo de Sleo de dendé pode
chegar a ser 10 vezes maior do que a de soja. Além disso,
muit.as espécies de palmeiras podem produzir Sleos com carac-
teristicas mais desejiveis do que o dend& Assim como
CORADIN & LLERAS (1986), evidenciaram que n3o sd o dendé po-
de chegar a ser opc3o viavel na produc3o de &leo, mas desta—
ca a macauba com uma produtividade excepciconalmente alta,

podendo atingir 10 toneladas/ ha de dleo {(Tabela 2.0.

Tabela 2. Eficiéncia da produgio de Sleo entre espécies oleaginosas.

Espécies AreaNecesséria Eficiéncia Conteudode Producéo
para Produgdode Relativa Oleo Semente Semente
1 ton de Oleo (ha) (%) (Kg/ha)

soja 1,4 1’0(3) 18 4,000

Fonte: SONDAL & TEIXEIRA, 1991;
* CORADIN & LLERAS, 1986

(a) baseando-se que a produtividade de soja seja 4000 kg/ha considerou-se uma eficiéncia
relativaiguala1,0.
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A macatba € uma das palmeiras de crescimento
mais rapido, chegando a crescer 1 metro por ano até atingir
o tamanho normal. A frutificac3o pode occorrer mesmo antes da
palmeira atingir seu desenvolvimento completo, em geral aos
6 anos. Dependendo das condicdes do =olo e clima € possivel
a frutificacio plena aos 4 anos de idade (BRASIL, 1985>. A
palmeira adulta frutifica por quase todo ano, encontrando,
nos 3 primeiros anos de frutificac3o, ocasifo mais propicia

para o amadurecimento dos frutos (NOVAES, 1952).

2.2. Fatores limitantes da producio.

Entre as palmeiras, as do género Adcrocomia
s3o as que apresentam mais dificil germinacfo; embora sejam
palmeiras de 1rapido crescimento existem poucos estudos
efetuados com este género (PINHEIRO, 1986D.

A macatba & uma palmeira de fecundacio
cruzada cuja propagacio & feita exclusivamente por sementes
as quais apresentam um periodo de dorméncia de até 4
anos.Por outro lado, os métodos convencionais de propagac3o
vegetativa n3o =30 possiveis para este espécie, pois a
planta n3o emite brotacdes laterais que pudessem ser
utilizadas para produc3o de mudas (TEIXEIRA,1985).

KOEBERNIC <{1971>, indicou como sendo de 878
dias o periodo de dorméncia da espécie Acrocomia aculeata
Jacq.,, em seu trabalho de observac3o do tempo de germinacio

de sementes de palmeiras.
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Estes fatores determinam drastico atraso na
propagacio e producio agricola, pois somam-se a outro fator
fisioldgico que & a frutificacio heterogénea e amadurecimento
desuniforme dos frutos CARKCOLL, 1988)>. Entretanto,
outros fatores como ocorréncia de algumas plantas com
crescimento e frutificac3o precoce e alto rendimento desta
espécie, ampliam as perspectivas que visam programas de
domesticacio que podem efetivamente consagrar a macatba entre
as oleaginosas mais promissoras economicamente. Assim, a
racionalizacio e regularizacio da producio de mudas
permitiria o avango da cultura com melhor aproveitamento do
seu potencial agrondmico.

A propagacao vegetativa por métodos
convencionais & inviidvel para esta espécie. A possibilidade
de preservar e propagar progénies superiores esti na
dependéncia de viabilizar tecnologias de multiplicacio ni3o
convencionais através da técnica de cultura de tecidos
vegetais.

A técnica de cultivo 1in vwvitro apresenta-se
como uma alternativa, nio sd no desenvolvimento de
protocolos para a produgio de plantas 5 partir da cultura de
calos levando i embriogénese somitica, mas principalmente
na cultura de embrides =zigdticos. Neste Gltimo caso se
poderia viabilizar a produc3o racional de mudas através da
uniformizac3o e da reducl3oc do periodo de germinacdc da

semente.
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2.3. Propagacio de palmeiras “in vitro'.

A tecnologia da micropropagacio ¢ Gtil por si
mesma, e pode ser extremamente valiosa na propagacdo de
gendtipos superiores, desde qgque os protocolos permitam alta
frequéncia de regeneracio de plantas. Por outro lado, no
melhoramento de plantas, a tecnologia in vitro € uma
poderosa ferramenta com vantagens qualitativas J{obtenc3o de
variantes somaclonais) e quantitativa <{espago e tempod,
precedendo a incorporacio das plantas regeneradas em um
programa convencional de melhoramento (CROCOMO & CABRAL
1985).

Por n3o apresentarem o fendmeno de propagacdo
vegetativa de modo natural, o interesse em cultura de tecido
de palmeiras como meio para produc3o em massa de clones com
alta produc3o ou resisténcia a doenca teve inicio na década
de 60. Na década de 70 uma série de metodologias in wuwitro
foram desenvolvidas, sendo que na década de 80
intensificaram -se os estudos de técnicas em micropropagacido
e estudos morfogenéticos. Esses estudos tem sido feito quase
que exclusivamente em P. dactylifera, E. guineensis, C.
nucifera e ocutras ornamentais (BRACGKPOOL et alii, 1986).

Para TISSERAT 1987)>,a cultura de tecido om
palmeiras pode ser dividida em trés categorias com objetivos
distintos: a) propagac3o clonal; b)Y cultura de embrides; o
estudos fisioldgicos do crescimento e desenvolvimento. A

propagacio clonal de palmeiras, tem como objetivoe principal
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produzir numerosas Aarvores geneticamente uniformes. A pro-
pagac3co clonal através da embriogénese somitica (formac3o de
plantulas pela obtenc3o e germinacio de embrides somaticos),
ou através da organogénese (formacio sequencial de raizes e
brotos ou vice-versal.

0  melhoramento de palmeiras e o estudo
genético podem ser beneficiados a partir da aplicacdo da
cultura de embrides para acelerar a germinac3oco de embrides
os quais apresentam germinac3o lenta. A cultura de embrides
pode ser utilizada para o desenvolvimento de  hibridos
interspecificos ou intergenéricos que n3io sobrevivem
naturalmente. Além disso, esta técnica oferece um sistema
controlado para estudar os problemas nutricionais,
fisiolégicos e bioquimicos dos embrides em varios estiagios
de desenvolvimento. Essa técnica pode também ser utilizada
para estudos da morfogénese em palmeiras (TISSERAT,1984)

Em monocotileddSneas, organogénese =
embriogénese s3o as duas vias morfogenéticas possiveis para
obtenc3o de plantas in vitro. A embriogénese somiAtica parece
ser a via mais importante em palmeiras (BLAKE, 1983).

Um dos primeiros trabalhos em cultura de
tecido de palmeiras envolveu o estudo do crescimento de
embrides de coco, em meio modificado de White, contendo
dgua de coco (CUTTER & WILSON, 1954). Desde entlo, a cultura
de embrides tem sido explorada em coco, dend& e timara.

Em coco da Bahia, a cultura in vwitro de

embrides tem =sido utilizada para propagacio do mutante
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"Makapuno',cujas sementes n3o germinam. DE GUZMAN <1969,
sugeriu que embrides =zigdticos de coco da Bahia poderiam ser
a forma de intercimbio de germoplasma dessa palmeira, em
substituic3o as sementes.

BALAGA & DE GUZMAN 1972)>, obtiveram sucesso
na germinacio de embrides de coco "Makapuno®. Apds
emergéncia da raiz e parte adérea, o ‘'seedlings" era
transferido para meio liquido para facilitar o crescimento
da raiz. Para esses pesquisadores o escurecimento produzido
pelo embrido excisado inibia o crescimento da raiz, esse
inibidor era removido mais rapidamente em meio 1iquido.

DE GUZMAN & MANUEL <1975), adicionaram carvio
ativado no meio de cultura para o desenvolvimento de
embrides zigdticos de coco da Bahia, mutante "Makapuno', os
quais apresentaram um melhor desenvolvimento de raizes com a
adicio do carvio.

RABECHAULT et alii {1972), obtiveram melhor
crescimento em cultura de embrides de dénde em meio 1liquido
do que em =sdlido. Um estimulo progressivo do crescimento foi
obzervado  quando meio liquido foi suplementado com &agua de
coco. O desenvolvimento da raiz foi precoce e mais frequente
em meio liquido contendo 52 <(v/vD de Agua de coco. No
entanto, RABECHAULT et alii {1973D verificaram que o
crescimento de embrides obtidos de sementes frescas
apresentavam crescimento vigoroso e nio foram estimulados
pela agua de coco.

Para tAimara, TISSERAT (1969> verificou que
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n3o era necessario a adic2o de igua de coco para germinac3o
dos embrides. TISSERAT (19873 cita em seu protocolo a utili-
zaclo do sais de Murashige & Skoog MS>com a concentracio
dos macronutrientes reduzida 3 metade. Os embrides apresen—
taram alongamento e germinacio apds uma a duas semanas da
inoculacl0, sendo que apds oito semanas foram obtidos
“"seedlings'" com 2 a 6 cm de comprimento.

NWANKWO & KRIKORIAN <1986>, utilizando os
sais de MS com a concentrac3o dos macronutrientes reduzida a
metade obtiveram a formac3io de 'seedlings" apds seis semanas
da inoculac3o, a partir de embrides =zigdticos de dénde.

Embrides zigéticos de E. guineensis var.
“pisifera" de dénde desenvolveram rapidamente em "“seedlings™
em melo contendo carv3o ativado. O desenvolvimento de rai-
zes, geralmente, foi ausente em meio sem carvio ativado
{PARANJOTHY & OTHMAN, 1982

ASSY BAH {19862, obteve o desenvolvimento de
"seedlings'" a partir de embrides excisados do coco hibrido
(WAT x MYD [PB-1211> em meio sdlido simples, contendo carvio
ativado. Apds 85 a 6 meses de cultive, foi possivel a
transferéncia de plintulas para o solo. Essa metodologia foi
aplicada para 20 variedades de coco.

TISSERAT (19872, cita que das 62 espécies de
timaras estudadas, 19 espécies produziram plintulas a partir
da cultura in vitro de embrides.

SITTOLIN & CUNHA 19872, utilizaram a técnica

de cultura de embrides in vitro para produzir mudas para
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implantagdo de um banco de germoplasma, para possibilitar o
acompanhamento e avaliacido do potencial da cultura de
macatba para produci3o de dleo. TABAI et  alii 1990,
utilizaram a técnica de cultura de embrides in vitro, para
reduzir o tempo de germinacio de sementes de macatba. Esses
pesquisadores obtiveram plantulas completas prontas para
serem tranferidas para casa de vegetacio, apds 16 semanas da
inoculac3o.

Um dos principais fatores da baixa
produtividade do dendé & a alta variac3o observada em plantas
propagadas por sementes. Para RODRIGUEZ {1989>, o uso de
embrides como fonte de explante pode contornar o problema,
proporcionando uma maior uniformidade fisioldgica. Para
TEIXEIRA <1990>, o melhoramento e o estudo genético em dendé
pode ser beneficiado com a aplicagc3o da cultura de embrides
in vitro , para acelerar a germinac3o de sementes com lenta
germinag3o e a rapida avaliac3o0 da progénie de ‘'seedlings",
além da utilizac3o0 dessa técnica para resgatar embrides
hibridos interespecificos que n3o sobrevivem naturalmente.

KANCHANAPOOM et alii {1990)>, verificaram que
embrides zigdéticos de dendd germinaram melhor no meio Ya do
que MS e 12 MS. A utilizacio de 0,124 de carvio ativado
result.ou no melhoramento da germinacio e crescimento
uniforme de “'seedlings®.

A cultura 1in vitro de embrides zigdticos,
além de permitir estudos fundamentais de bloquimica, fisio-

logia e diferenciaglo celular, apresenta-se, no caso de pal-



16

meiras, como excelente fonte de explante para induc3o de ca-
los (TISSERAT, 1984).

As primeiras evidéncias de que a morfogénese
de tecidos e orglos de palmeiras cultivados in wviitro podem
se expressar através da embriogénese somiatica fol feita por
RABECHAULT et alii {1970, 1972), os quais descreveram a
formac3o de <colbnias celulares com formas similares a
embrides somaticos a partir de embrides =zigdticos de E.
guineensis. Estas estruturas contudo n3oc progrediam em
cultura e n3o originavam novas plantas.

JONES <(1974> obteve a formac3io de calos a
partir de embrides excisados de sementes maduras de dendg, e
posteriormente setores destes calos se diferenciavam em es-
truturas globulares, das quais muitas originavam plintulas.

REYNOLDS & MURASHIGE 979>, induziram calos
embriogenéticos em meio de cultura contendo 100 mgsl  de
2,4~D, 3 mgrsl de 2i-P e 0,3% de carvio ativado. Como
explante utilizaram embrides =zigdticos e segmentos de
inflorescéncia das palmeiras ornamentais Howeia forsteriana
e Chaemaedorea costricana. Para esses pesquisadores a
concentracdo de fitorreguladores no melo de cultura parece
ser importante para a inducio de calos embriogénicos,
enquanto que a express3oco da embriogénese somatica foi
verificada apds a repicagem desses calos para meio contendo
concentracdes reduzidas ou na auséncia de auxinas.

Calos embriogénicos tem sido obtidos pela

cultura de embrides zigdticos de coco da Bahia (DE GUZMAN et
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alii, 1979>, tamara (AMMAR e  BENBADIS,1977; REYNOLDS e
MURASHIGE, 1979> e dendé& {(RABECHAULT et alii, 1970).
Embrides maduros e imaturos tem =sido fontes de calos
embriogenéticos (TISSERAT, 1984)>. Em geral qualgquer tecido
jovem ou meristemitico de palmeira pode ser utilizado como
fonte de explante para iniciac3o de calos (BRACGKPOOL et
alii, 1986D.

Para BLAKE (1983), parece evidente que a
morfogénese de tecidos e &rgdos de palmeiras in vitro
normalment.e ocorre atraveés da embriogénese somatica
indireta, ou seja, mediada por uma fase de calos. A induclo
da embriogénese parece seguir o comportamento basico em que
altos niveis de auxinas s3o0 necessarios para a iniciag3o de
calos e as citocininas atuam na express3o da embriogénese.

Um dos componentes criticos para obtencio da
resposta morfogenética em palmeiras s3o as auxinas
(REYNOLDS, 1982>. O tipo e a concentracdo destes fitorregu-
ladores s3o0 fundamentais para inducio de calos
embriogenéticos (TISSERAT, 1979>. As concentracdes utiliza-
das normalmente s3o altas. Mesmo assim a iniciac3o de calos
& demorada e a quantidade de explante que evoluem para calos
€ da ordem de 10 a 50 2% (BLAKE, 1983D.

A induc3o da embriogénese somatica em
palmeiras n3oc € bem compreendida J(TEIXERA, 1990>. Em geral a
induc3o de calos é considerada como um pré-requisito para
que ocorra embriogénese somiatica (RABECHAULT & MARTIN,

1976>. O uso de wuma auxina € requerida para inducdo e
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proliferacdoc de calos ( NWANKNO & KRIKORIAM, 1988). Apds
sucessivos subcultivos alguns calos parecem adquirir
capacidade para embriogénese. Isso & observado em baixas e
altas concentracdes de auxinas (TURNHAM & NORTHCOTE,1982).
Em alguns casos a reducdo ou omiss3o da auxina & necessaria
para o desenvolvimento de embrides (REYNOLDS & MURASHIGE,
197%9; TISSERAT, 1979>. Mudancas na fonte de auxina bem
como a adicio de uma citocinina parece ajudar (RABECHALT &
MARTIM, 1976>. Para KOMANINE et alii 1990>, a adic3o0o da
auxina ¢ essencial para a induc3o da embriogénese, mas
& inibitéria para o desenvolvimento da embriogénese.

Na maioria das palmeiras estudadas, bem como
na maior parte das monocotileddéneas, o 2,4-D € a auxina mais
utilizada. Embora o 2,4-D tenha =ido usado como fonte
preferencial de auxina, o uso de outras auxinas vem sendo
explorado. O picloram apresenta um forte efeito como auxina
e tem sido usado na inducio de calos e regeneracdo de
plantas de varias espécies de plantas <(COLLINS et alii,
1978; VALVERDE et alii, 1987; OMAR & NOVAK, 1990; TEIXEIRA
et alii, 19905.

0 uso do picloram promoveu a embriogénese
somatica na palmeira peyibaye (VALVERDE et alii, 1987)>. OMAR
et alii 19902, verificaram o efeito do picloram e dicamba
no crescimento de calos & na embriogénese de tamara, onde o
maximo em peso fresco foi obtido em meio contendo 200 uyM de
picloram. A embriogénese somiatica, bem como a regeneracio de

plantas foi obtida quando os calos foram transferidos
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para meio sem fitorreguladores.

Um dos principais problemas relacionados com
cultura de tecido de palmeiras é o escurecimento do explante
(TISSERAT, 1979; REYNOLDS & MURASHIGE, 19795, Alguns
pesquisadores atribuem o escurecimento do explante em
palmeifas a lberac3o e oxidac3o de compostos fendlicos
produzidos por ferimento do tecido <(REYNOLDS, 1982; CHOO,
1984)>. Para minimizar esse escurecimento € comum a adicdo de
carvio ativado, PVP, Acido ascdrbico e cisteina
(TISSERAT,1979; HANOVER & PANNETIER, 1982; TEIXEIRA, 1990D.
Entre os compostos utilizados, o carvi3oco ativado pareceu
promover melhores resultados e passou a ser incluido como
procedimentoc padrio nos protocolos de cultura de tecido de
palmeiras (TISSERAT, 1987).

O carvdo ativado tem sido adicionado no meio
de cultura devido a sua propriedade adsortiva, por remover
inibidores de crescimento em tecidos que apresentam
metabdlitos téxicos (EBERT & TAYLOR, 1990>. Para alguns
pesquisadores como REYNOLDS 1982), PANNETIER &
BUFFARD-MOREL <(1986>, EBERT & TAYLOR (1990)>, além do efeito
do carvio ativado sobre a prevencio da oxidac3o, este também
possul propriedade de adsorver e reduzir a disponibilidade
da auxina exdgena no meio de cultura,

TEIXEIRA <(1990)>, cita que o nivel de oxidacZ3o
pode ser diminuido com adicZo de nitrogénio reduzido como
arginina, asparagina, glutamina e também caseina. 0 efeito

do nitrogénio organico & o de melhorar o crescimento, como
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resultado de menor acimulo de compostos fendlicos e escure-
cimento.

SMITH & THOMAS (1973), verificaram que a
composicdo mineral do meio de cultura n3oc era t3o importante
como as auxinas para iniciac30 de calos em embrifes
zigdticos de dendé. A iniciac3oc de calos foi mais dependente
de uma auxina forte do que a sua subsequente manutenc3o. O
2,4-D , 2,4,5-T e o 2,4,5,-TP foram mais efetivos para
inducZo de calos do que o NAA.

EEUWENS (197463, fez tentativas para determi-
nar os componentes inorginicos Stimos para induclo e cresci-
mento de calos de coco, comparando diferentes formulacdes.
Efeitos benéficos para o crescimento de calos foram obtidos
nas formulacdes inorginicas de MS e Y3, ambos com altos
niveis de nitrogénio.

No e_ntant.c, nio existem informacdes suficien—
tes para a formulacio de um meio especifico para palmeiras e
as comparacdes entre varias composicdes de melos e seus
efeitos nestas espécies n3o foram realizadas com a intensi-
dade desejada (TISSERAT, 1984>. De modo geral o meio de
cultura frequentemente utilizado para a maior parte dos sis-
temas 1in vitre de palmeiras, baseia-se na formulac3o
inorganica de Murashige & Skoog, na sua forma original
(OMAR, 19862 ou modificada (NWANKWO & KRIKORIAN,1986; CID,
1987; VALVERDE, 1987D.

SRINIVASAN et alii {19852, obtiveram

embriogénese somatica a partir de embrides =zigdticos da pal-
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meira Veitchia merrilli (Bacc)> H.E. Moore, em meio MS con-
tendo 5 a 50 uM de 2,4-D e 5 uM de BA. Embrides somaticos
desenvolveram em meio sem horménio e contendo glutamina.

BHALLA- SARIN et alii {(1986), obtiveram calos
a partir de embrides =zigdticos de coco (€. nucifera L.,
cultivados em meio Bs (Gamborg> com IAA/asparagina ou IAA/
alanina (2,0 mg/1. O desenvolvimento de calos aumentou em
10 com adicio de IAA conjugado. A diferenciac3o de raiz e
broto ocorreu quando calos foram transferidos para meio com
IAA/Asp e cinetina ou com NAA. Plintulas completas foram
ocbtidas em meio com NAA, BAP e PVP.

NWANKWO & KRIKORIAN (1986), induziram calos a
partir de embrides zigdticos de dendé em meio MS com os ma-
cronutrientes reduzidos a2 metade, suplementado com inositol,
caseina hidrolisada, carvioco ativado e 2,4-D. Os calos forma-
dos apds subcultivo em meio similar apresentaram estruturas
organizadas. Essas estruturas mantidas no mesmo meio forma-
vam estruturas "neomorficas', mas quando os calos formados
eram transferidos para meio com baixa concentrac3o de auxina
ou na auséncia desta, ocorreu a f orinaciio de brotos bem orga-
nizados. A adic3o de A&Acido giberelico produziu brotos bem
organizados acompanhados de raiz.

TEIXEIRA et alii <{1986>, utilizando embrides
zigdticos de E. oleifera e Acrocomia aculeata, obtiveram ca-
los apds duas semanas em meio MS modificado contendo 450 uM
de 2,4-D e 3 g/1 de carvio ativado. Apds duas semanas em

meio primario, calos consistiam de varias estruturas globu-
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lares. A mesma aparéncia de calos foi observada para ambas
espécies, exceto que para A aculeata os calos eram mais com-
pactos e com tendéncia a oxidac30.0 subcultivo de calos em
meio contedo 10 uM de NAA, 20 uM de 6-BA e 3 g1 de carvio
ativado, resultou em vairios embrides apds 4 a 6 semanas. A
germinac3o normal foi encontrada somente para E. oleifera em
meio sem fitorregulador.

CID <(1987>, visando alcancar a regeneracio
das palmeiras caiaué (E. oleiferad e de seu hibrido com
dendezeiro (E. guineensis) via embriogénese somatica,
inoculou embrides zZigdticos em meio MS modificado contendo
2,4-D e 2,i-P. A formagc3oc de embrides somaticos foram
obtidos a partir de calos, o0os quais passaram por uma
sequéncia de transferéncia em meio sem auxina.

GUERRA & HANDRO {1988)5, induziram a
embriogénese somitica em cultura de embrides de Eulterpe
edulis em meio de cultura LS contendo 100 mg.”/1 de 2,4-D.
Embrides somiticos originaram diretamente da superficie do
t.ecido, aparecendo apdés 45 a 1B0 dias da inoculacdo. A
transferéncia da massa de embrides para meio com NAA e 2i-P
ou sem fitorreguladores induziu o desenvolvimento de
plantulas.

RODRIGUEZ 19890, obteve maior taxa de
producio de embrides em meio MS contendo 2 g~/1 de caseina
hidrolizada. A formac3o de raizes foi obtida em meio com
1,25 g1 de zeatina.

KANCHANAPOOM et. alii ¢ 1990), induziram calos
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embriogenéticos a partir de embrides zigdticos de dend®d <(E.
guineensis>, em meio MS contendo 2 mg/sl de 2,4-D e sem
carvao ativado. Quando calos foram cultivados em meio MS
modificado, embricides emergiram em algumas culturas e
plintulas foram regeneradas desses embrides soméaticos.

TEIXEIRA {(1990>, utilizou altas concentracies
de 2,4-D (400 a 700 uMd> para induc3io de calos em embrides
zigdticos de dendé. O crescimento de calos comecou apds 2 a
3 semanas da inoculag3o e fol considerado alto em todos tra-
tamentos, mas foi superior quando embrides foram
pré-tratados em meio com 700 uM de 2,4-D e entio subcultiva-
dos em 400 ou 500 yuM de 2,4-D. A embriogénese somatica apre-
sentou uma baixa porcentagem em meios contendo altas concen-
tracdes de 2,4-D apds 4 a 6§ subcultivos.

Em todos os sistemas conhecidos as c¢élulas
embriogenéticas a partir das quais os embrides somiticos
originam, apresentam um conjunto de caracteristicas comuns
ao comportamento de células meristematicas em divisao
celular. Estas caracteristicas incluem o  tamanho pequeno,
contelido citoplasmitico denso, nlcleos grandes com nucléclos
proeminentes, vaclUolos pequenos e uma profus3oc de grios de
amido ( BRANTON & BLAKE, 1986; WILLIANS & MAHESWARAWV, 1986;
SCHWENDIMAN et alii, 1988>.

Estudos anatdmicos tem mostrado que os calos
s3o produzidos a partir de tecidos procambiais em embrides
de dend® < RABECHAULT & GUENIN, 1970; NWANKWO & KRIKORIAM,

19860 e embrides de coco da Bahia (¢ DE GUZMAN et alii,
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1978D.

REYNOLDS & MURASHIGE {1979)>, observaram que
secgdes de calos granulosos mostravam nimerosos centros de
atividade meristemitica. As células nestas regides eram me-
nores e altamente vacuoladas. Estes centros meristemiticos,
na auséncia de fitorreguladores, diferenciavam-se em estru-
turas organizadas contendo tecidos vasculares & com um Apice
caulinar encoberto pelos tecidos cotiledonares. Resultados
similares foram observados por TISSERAT & DE MASON {1980> em
tAmara, verificando que embrides adventicios originavam de
células meristemiticas localizadas na epiderme e porc3o sub-
epidérmica da periferia dos calos.

Estudos histoldgicos realizado por MALAURIE
1987> em calos primirios e secundirios de E. guineensis,
mostraram que estruturas globulares que eveoluiram para
estruturas polarizadas, apresentaram organizacio de
meristemas radiculares e caulinares de forma similar a
encontrada na embriogénese =zigdtica.

Avaliacdes histoldégicas foram realizadas por
SCHWENDIMAN et alii {1988), durante uma sequéncia de eventos
que levou a obtenc3o de embrides somiticos de E. guineensis.
Os calos formaram a partir da nervura central de folhas
jovens. A proliferacio celular nesta regifio originou nddulos
meristemiticos. Quando esses nddulos foram isolados
ocorreu ripida diferenciacio originando agregados
pro-embriogenéticos que evoluiram, apresentando meristema

caulinar e radicular.



25

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Centro de
Biotecnologia Agricola (CEBTECY> do Departamento de Quimica,
ESALQ, no Campus da Universidade de S3o Paulo (SP>, em Pira-
cicaba-SP.

O material vegetal constituido por frutos da
palmeira macadba (Acrocomia aculeata {Jacq.> Loddiges),
foram coletados na regi3o de povoamento natural dessa
palmeira, em S3o Gotardo no Estado de Minas Gerais. Esses
frutos, que tiveram o mesocarpo removido para inddstria,

foram quebrados para remocio da améndoa.

3.1. Assepsia do Explante.

Embrides =zigdticos de macadba extraidos da
améndoa foram mantidos em soluc3o de Acido ascdHrbico (250
mg-s1> para minimizar problemas relacionados com a oxidac3o.
Completada a extracio, os embrides foram deixados em A&gua
corrente durante 12 horas, aproximadamente, para remoc3o de
provaveis toxinas liberadas pelos embrides e para embebic3o
dos mesmos. Para obtenc3o0 de calos os embrides foram

inoculados sem prévia embebic3o para evitar qualquer inicio
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do processo de germinac3o.

Para o  processo de desinfeccio, os embrides
foram colocados em solucio de hipoclorito de sddio 20 (v/v>
por 20 minutos em agitac3o constante e logo apds lavados por
3 vezes em Agua deionizada esterilizada, para remocio do

hipoclorito residual.

3.2. Cultura de Embrides.

Visando reduzir o tempo de germina¢io para
macauba, embrides zigdticos foram  inoculados em dois
diferentes meios de cultura basicos: MURASHIGE & SKOO0G,
{1962> (MSO> e GONCALVES {1980> MG), descritos nas Tabelas 3
e 4 respectivamente. Estes meios foram suplementados com
sacarose (30 g/, agar 6 g-1> e carvio ativado 3 g~
como neutralizador dos efeitos oxidativos da liberac3o de
compostos fendlicos pelo explante. O pH dos diferentes meios
de cultura foi ajustado para o wvalor 5,7.

Os meios diferiram na adicd3oc ou n3o de
vitaminas e aminoacidos. Os seguintes meios foram testados:
ad meio MS e MOE sem arginina e vitaminas; b) meio MS
suplementado com vitaminas de MOREL & WETMORE {951 e
arginina 70 mg/s1>; c> MS e M@ suplementados com tiamina {1
mgrsl>, adgua de coco 100 mls/l>, meso-inositol 00 mgs/D e

arginina 70 mg/D
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Tabela 3. Composic3o do meio de MURASHIGE & SKOOG (1962)
utilizado como meio bAsico na cultura de embri3o

e induc3o de calos.

Componentes Concentracio (mg-1>

NH4NDa............................. 1650,000
KNUa............................... 1900,000
CaCLz.ZHzD......................... 440,000
MgSD4.7HZD......................,.. 370,000
KH PO i vissnurosasassnsssrsssassss 170,000
2 4
Naz 8 37,300
FeSD4.7H20......................... 27,800
H BO v vt eensersranasassssassnsanss 6,200
3 3
MnSo4.4HZO......................... 22,300
INSO .4H Divensncrssnnasssansensess 8,600
4 2
Kluesesoosunsnsnesnssanssonsnsansanenn 0,830
Na MoO .2H O...encvesnenrennssnnass 0,250
2 4 2
CuSD4.5HZO......................... 0,025
CoCl .6H O.ivnrvannnnsonssnnsnnscnnnan 0,025
2 2
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Tabela 4. Composic30 do meio GONCALVES (1980), wutilizado

como melo basico na cultura de embri3o.

Componentes Concentrac8o (mg-s1l>

NH ND_.ievinunnenursaenunsaaeass, 800,000
KNO_+uevsunnsunsnsasasssseeess.. 1000,000
KHPO tivvveiiniieneseeneees.. 170,000
Ca(NDO ) 28H Ourrvnrnrnnrnnanennes 236,000
a3 2 2
MgSO _.7H Ou.vwnvivvnennnaenaanaes 250,000
FeSO _.7H O.euvvrnnnnrinennneanaas 27,800
Na EDTA...uvusrsrunseseennanseass 37,300

I8 = R P R R 6,200

COCL _+6H Duvnnvnennnnninnnnnnnns 0,250

CuSO_.SH,Ouvvnnvenernnnennennnns 0,025

MASO vH Duesvnnnnserenennnnoennn 1,700
4 2

L 0,144

ZNSO v7H Ouvevrernnnonnsanennnns 3,000
4 2

Kl e e ssneaennnnnennsnnennensennns 0,750

3.3 Estudos Fisioldgicos do Crescimento e

Desenvolvimento.

Para testar o efeito das fontes e
concentracdes de nitrogénio durante o cresciment.o e
desenvoelvimento, embrides =zigdticoms de frutos maduros foram
inoculados em meio de cultura contendo os sais de MURASHIGE

& SKOOG (1962>, onde as concentracdes e fontes de nitrogénio
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foram alteradas (Tabelas 5 e 6J. A suplementacic usada foi
igual para todos os tratamentos, sendo utilizado caseina
hidrolizada (0,5 g-/1>, tiamina 0,4 mgrld, piridoxina 1
mgsYld, sacarose (30 g/), carvio ativado 3 g/ e agar 6
g7/1>. O pH foi ajustado a 5,7.

A determinac3o da massa de matéria fresca e
seca foi feita no inicio da inoculac3o, com 10 repeticdes
para cada tratamento e repetida a cada 15 dias até atingir o
estigio de plantulas pronta§ para serem transferidas para
condicdes “ex vitro™.

Com emprego de balanca de precisdo, deter-
minou-se a massa de matéria fresca. Apds, o material foi en-
t3o colocado em estufa para secagem por 2 dias a 60 °c e pe-

sados novamente para se calcular a massa de matéria seca.

Tabela 5. Meios de cultura empregados para o cultivo de embriao de macaiba (mg/l).

Nutrientes MS MS MS1/2 MS MS 1/4

12 semNHI  semNO3 LA semNH{ semNO3
NH4NO3 1650 325 - - 4125 - -
KNO2 1900 950 950 ; 475 950 ;
CaClz2H0 440 220 - 220 220 - 220
MpSO47HLO 370 185 185 185 185 - 185
KHPO4 170 85 85 - 85 35 -
K2HPO4 - - - 108,9 - - 108,9
K2CO3 - - - 342,4 14,4 - 342,4
CH3COONH4 - - - 2312,2 - . 1156
Ca(NO324H0 - - 1011,4 - - 413 B
Mg(NO3)26H0 - - 15443 - - 270,1 -
NaCl - . 1748 - - 174,8 -

Naz504 ; - . ) ; 106,7 )
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Tabela 6. Quantidade dos componentes utilizados nos meios de cultura (mg/!).

Nutrientes MS MS MS 1/2 MS MS1/4
12 semNHI semNO3 14 semNHI semNOZ

NH4 288,75 144,37 - 4204 72,19 - 210,2
NO3 55212 276,07 420,4 - 138,03 210,2 -

P 38,75 194 19,4 19,4 19,4 194 19,4

K 78241 @ 391,73 391,2 391,23 391,23 3912 391,23
Ca 120,55 60,2 171,4 60,2 60,2 70,0 60,2
Mg 36,09 18,04 168,6 18,04 18,04 25,28 18,04
8 4313 24,06 24,06 24,06 24,06 24,06 24,06
Ci 210,96 105,5 105,5 105,5 1055 1855 105,5

3.4 Obtencio de Calos.

Para obtenc3o de calos, embrides zigdticos
oriundos de frutos maduros e imaturos foram utilizados como
explante. Foram também utilizados embrides pré-germinados
inoculados inteiros ou somente parte destes, contendo
regides referentes aos apices (nd cotiledonard.

Com base nas observacdes bibliogrificas
feitas sobre o efeite dos tipos e concentracdes dos
fitorreguladores na morfogénese 1in vitro das palmeiras,
diferentes fontes e concentracdes de auxina e citocininas
foram avaliadas.

0 meio de cultura utilizado foi a formulacdo



31

biasica de MURASHIGE & SKOOG (1962), modificado de acordo com

cada experimento.

3.4.1. Efeito da autoclavagem nos fitorregula-

dores

3.4.1.1. Fitorreguladores filtrados.

Embrides de frutos maduros e imaturos
{améndoa em estado gelatinoso>, foram inoculados em meio de
cultura sélido constituido dos macro e micronutrientes de
MURASHIGE & SKOOG (1962> <(Tabela 3>, porém, contendo a
metade da concentrac3o de nitrogénio e suplementadoe com
monofosfato de sddio 170mg/1>, tiamina 0,4 mgo1,
meso-inositol (100 mg/sLl>, caseina hidrolizada (¢ 0,5 g-7D,
sacarose (30 g/1> e adgar 6 g7, Carvio ativado a 0,3% e
dcido ascdérbico 100mg/ld, foram adicionados aoc meio para
minimizar o© escurecimento dos explantes. 0 pH do meio foi
ajustado para 5,7.

As vitaminas e os fitorreguladores foram fil-
trados com auxilio de friltro Millipore, membrana de 0,45y e
adicionados ao meio basico apds autoclavagem a 120 °C e 1
atmosfera de pressio, durante 20 minutos.

Os embrides foram inoculados individualmente
em frascos contendo 10 ml de meio de cultura. O experimento
constituiu-se de diferentes combinacdes de 2,4-D e 2i-P,

sendo as interacdes desses fitorreguladores testadas
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seguindo~-se o delineamento experimental de quadrado latino,
com 10 repeticdes, envolvendo as seguintes concentracdes
{mg-/1> dos fitorreguladores:

2,4~D: 0,0 - 10,8 - 21,6 ~ 36,0 - 43,2

2i-P : 0,0 -~ 0,05 - 0,50 - 1,00 - 2,50

Todos os frascos foram mantidos no escuro 2

°¢ e os subcultivos feitos a

temperatura de 27 bt 2
intervalos de duas semanas.

A avaliac3o foi feita atribuindo-se notas de
0 a 4, sendo a nota zero atribuida para o embr-iéiq sem
desenvolvimento aparente de calos e quatro para calos com

maior crescimento {(ca. 0,5 cocmd. A avaliacdo foi feita apéds

35 dias da inoculacio.

3.4.1.2. Fitorreguladores autoclavados.

Visando a otimizacio do meio de cultura para
inducdo de calos de macatba, esse experimento explorou o
efeito da autoclavagem nas difersntes combinacdes dos fitor-
reguladores 2,4-D e 2i-P. 0O meio basico utilizado foi o de
MURASHIGE & SKOOG (1962> modificado, conforme mostra Tabela
7, onde a concentrac3o dos sais (macronutrientes) e do
FeSO‘.'?HzO e do NazEDTA, fol reduzida i3 metade conforme
NWANKWO & KRIKORIAN (1982>. A suplementac3o utilizada € mos-
trada na Tabela 7.

O experimento consistiu no uso de diferentes

combinacdes de 2,4-D e 2i-P, sendo a interac3do desses fitor-
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reguladores estudada através do delineamento experimental de
qua-drado latino, envolvendo as seguintes concentracdes
{mg-/1D dos fitorreguladores:
2,4-D : 0O - 30,0 - 60,0 - 90,0 - 120,0.
2i-P : 0.0 - 2,0 - 50 - 10,0 - 15,0.
Os embrides foram inoculados individualmente
em frascos contendo 10 ml de meio de cultura com 40
repeticdes para cada tratamento, sendo 20 mantidas a2 luz com
fotoperiodo de 168 horas luzsescuro) e 20 no escuro a
temperatura de 27 pa 2 °c.
A avaliacio foi feita, atribuindo-se notas de
0 a 4, sendo a nota =zZero atribuida para o embriio sem
desenvolvimento aparente de calos e quatro para calos
maiores <(ca.0,5 cmd. A avaliacio foi feita apds 35 dias da

inoculac3o.
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Tabela 7. Composicio do meio de MURASHIGE e SKOOG (19&2)
modificado conforme NWANKWO 2 KRIKORIAN (198&6) e a
suplementaclo usada, wutilizado para indug3oc de

calos.

Componentes Concentrac8o (mgrs1)

NH4NDS......................... 825,000
KNDS........................... 50,000
CaClz.ZHzD..................... 220,000
MgSD4.7H20..................... 185,000
KH PO iiivssi e ensnnrsnssessenns 85,000
2 4
NazEDTA........................ 18,650
FeSD4.7H20..................... 13,900
NaH PO .H O....cviisnenasssnneas 170,000
2 4 2 ’
S 0,830
H BO theveranarsssansesssasnssns &,300
3 3
MnSD4.HZD...................... 22,300
ZnSO4.7HzD..................... 8,600
CuSD4.5HZO..................... Q0,025
CDDlz.bHZD...........,......... 0,025
Na MoO .ZH O...cevvnsnasssnsnas 0,250
2 ] 2
T iaMiNa. coesssrrsnsnnsssnssnssas 0,400
Inositol ... v issnsnsesannsennsvans 100,000
Caseina Hidrolisada.sesossessss 500, 000
PiridoXin@.casssssssensssasnens 1,000
CarvB3o AtivadoO:c sssssrssscesesrss 3.000,000
SaCaArO58. s tsterssrrsrsssrsars 30.000,000
Agar...sssicssrrnasssasrranas  H65.000,000
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3.4.1.3. Confronto entre autoclavagem e

filtragem dos fitorreguladores.

Para melhor testar o efeito da autoclavagem
do 2,4-D na induclo de calos, embrides zigdticos oriundos de
frutos maduros foram inoculados individualmnte em frascos
contendo 10 ml de meio basico (Tabela 7), adicionado de
2,4-D ( autoclavado e filtrado) nas seguintes concentracdes
{mg-/1>: 0,0 - 100,00 - 150,00 - 200,0 - 300,00 - 400,0. Foram
feitas 40 repeticdes para cada tratamento, sendo 20 mantidos
em sala de  crescimento com fotoperiodo de 168 horas
Quzsescuro? e 20 no escuro a temperatura de 27 r 2 “c.

O experimento consistiu dos seguinte ensaijos:
ad 2,4-D, adicionado ao meio basico seguindo-se
autoclavagem; b> 2,4-D filtrado em filtro Agrodisc - Gelman
Sciences, membrana de 0,2 um e adicionado ao meio bisico
apdés este ter sido autoclavado.

A avaliacio da porcentagem de inducido de
calos e outros possiveis efeitos da autoclavagem do 2,4-D

foi feita apdés 80 dias da inoculac3o.

3.4.2. Induclio de calos por 2,4-D em embrides

zigdticos inteiros e cortados.

Embrides =zigdticos de frutos maduros, foram
inoculados em meio de cultura sem fitorreguladores (Tabela

7). Apds duas semanas da inoculacio a metade dos embrides
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foi transferida para meio de cultura acrescido de 2,4-D nas
seguintes concentracdes mgsl>: 0,0 - 100,00 - 1850,0 - 200,0
- 300,00 - 400,0 e os embrides da outra metade foram
seccionados em solucio de Acido ascdrbico {250 mg-1o,
conforme mostra a Fig. 1. As seccdes dos embrides contendo
apice {peciolo cotiledonar ou nd cotiledonar) foram
incculadas no meioc acima. As seccdes referentes ao haustdrio
{lamina cotiledonar) foram descartadas.

Foram feitas 40 repeticdes para cada
tratamento {(embrides inteiros e cortados)d,sendo 20 mantidos
a2 luz e 20 mantidos no escuro, a temperatura de 27 hl 2 “c.

Apds 30 dias da inoculag3o foram feitas

observacdes visuais das respostas morfogenéticas obtidas.

CORTE
¢ REGIAO DO HAUSTORIO

/ {LAMINA COTILEDONAR)

REGIAD
DOS
APICES |
{NG COTILEDONAR])
DESCARTADA
INOCULADA

Fig. 1. Esquema do corte do embrilo zigdtico para inoculacio

da regilo do né cotiledonar
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3.4.3. Efeito do tempo de exposicio ao 2,4-D na

inducio de calos.

Embrides zigdticos de frutos maduros foram
inoculados em meio de cultura contendo os fitorreguladores
2,4-D 100 mg /1 e 2i-P 8 mgrsl), (Tabela 7> Apdé=s periodos
de 5, 10, 15 e 20 dias de exposicio ao 2,4-D, os embrides
foram transferidos para meio bisico contendo 2,4-D 10 mg/lD
e 2i-P <5 mg/1>. Como controle, embrides foram inoculados em
meio sem fitorreguladores e em meio contendo 2,4-D {100
mgs1D e 2i-P (8 mg/sld e mantidos sem transferéncia para

concentragcdes menores de 2,4-D.

O experimento consistiu de 10 repeticdes de
cada tratamento, mantidos no escuro a temperatura de 27 hat
2 °C. As transferéncias foram feitas a cada 5 dias para meio
de mesma composic3do quimica e obedecendo o cronograma de

exposicio ao 2,4-D, que foi de 5, 10, 15, 20 dias em meio

com fitorregulador.

3.4.4. Efeito de altas concentracdes de 2,4-D na

inducio de calos.

Esse experimento explorou o efeito de altas
concentracdes de 2,4-D na inducio de calos. Meio de cultura
contendo as seguintes concentracdes mg-sl> de 2,4-D: 0,0 -
00,0 -200,0 -~ 300,00 - 400,00 - ‘ 00,0 foi utilizado (Tabela

8.



Tabela 8. Composig3o do meip de Murashige e Skoog
(1962) modificado e com a suplementac3o usa-

da, utilizado para indug3o de calos.

Componentes Concentracdo (mgrs1d

NH4NOal!!llIlIl.llll'tlllllll'lll 412’200
KNDS............................. 475,000
CaClz.ZHZD....................... 220,000
MgSD4.7HZD....................... 185,000
KH PO i ei v s s s sossnnmsannnsssss 85,000
2 a
NazEDTA.......................... 18,650
FeSO .7H Ouwsrersssnsvnonnssasnnns 13,200
4 2
NaH PO H Buverrvnvsnasessnasnnens 170,000
2 4 2
Kloeooionoeonssnanosassnsnnsnnssses 0,830
H BO tisvasanssasassssssassssssnssas &, 300
3 3
MASO H_ O.srsenrsrasnnssssrrsnsses 22,300
4" 2 -
INSO 7H Ousssneesansensananassssa 8,600
4 2
CuSO .SH Ouvawsrsnvonrssasasnnssns 0,025
4 2
CoCl .6H Ouverrrnsnersnssannssnnnsa 0,023
2 2
Na MOO 2H Ousvevnenerssnseansnnsns 0,230
2 4 2
TiaMiNG e s s s sasvasasssssnssnsnssss 0,400
Inositol.. s s s v vsssnnnssnsasnssnsas 100,000
Caseina Hidrolisadascesssasoasoay 500,000
PiridoXin@.es srssssssassssnsssssnns 1,000
Carvao Ativado. . csrveaasssssassrsas 3,000,000
CRCAr OSSR es ssssssasasvsrssnsssseass 30.000,000

P

F e T o tersane.. 6.000,000
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As concentracdes de nitrogénio foram
reduzidas a um gquarto da concentracio presente no meio MS.
Os embrides foram inoculados individualmente em frascos
contendo 10 ml de meio com B0 repeticdes, sendo 40 mantidas
em fotoperiodo de 168 horas dluz/escuro? e 40 mantidas no
escuro. A temperatura foi de 27 r 2 “c.

A avaliac3c da porcentagem de embrides que

formaram calos foi feita apds 40 dias da inoculac3o.

3.4.5. Efeito do acido 4-amino—-3,5,6~tricloro-
picolinico <(picloram)> na inducdo de ca-

los.

Embrides zigdticos de frutos maduros foram
inoculados em meio de cultura {(Tabela 8> contendo picloram
nas seguintes concentracdes mgsld : 0,0 - 10,0 - 25,0 -
50,0 - 100,0 - 200,0.

Os embrides foram inoculados individualmente
em frascos contendo 5 ml de meio com 40 repeticdes, sendo 20
mantidas sob fotoperiodo de 168 horas uz/escurod) e 20 no
escuroc. A temperatura foli de 27 r 2 °¢. As transferéncias
foram feitas a cada 10 dias.

Apds B0 diaxs da inoculaglo, quando ja =se
observava a formac3o de calos com aspecto aparentemente
globular, estes foram transferidos para meio sem picloram

consistindo de duas camadas, sendo a inferior sdélida e

contendo carvioc ativado e a superior liquida e sem carvio
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ativado Figura 2>. 0 material foi mantido em agitagdo a 70

rpm em agitador herizontal

MEIO LIQUIDO SEM CARVAO &— ME'0 SOLIDO COM CARVAO
ATIVADO ATIVADO

Fig. 2. Esquema do meio de cultura com dupla camada
utilizado para minimizar o escurecimento do

explante.

A avaliac3o foi feita atribuindo—-se notas de
0 a 3 , sendo a nota =zero atribuida para explante sem
desen-volvimento de calos e a nota trés para calos com
caracteristicas embriogénicas. As notas intermediarias foram
dadas para calos formados somente em alguns setores nota 1 e
a outra para calos envolvendo todo tecido nota 2. As épocas

de avaliacBes foram aos 30 e 60 dias apds inoculac3o.
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3.4.6. Efeito da concentrac3o de calcio no meio
de cultura contendo picloram na induc3o

de calos e embriogénese.

Embrides zigdticos de frutos maduros foram
inoculados em meio de cultura contendo diferentes
combinacdes de picloram e cilcio. A interacio e concentracio

usadas estio na Tabela 9.

Tabela 9. Diferentes combinag¢des de cialcio e picloram
para inducio de calos embriogénicos (os
nameros no  guadro representam a numeracio

atribuida asos tratamentos).

~ ++
Concentracdes de Ca

PICLORAM 1./4 Ca-MS 1/2 Ca=MS 1 Ca-MS 2 ca2-M
(mgr1d  (0,75x107°M)  (1,5x107°M)  (3x107°M) (6x107 M)
o} 1 7 13 19
10 2 8 14 20
25 3 9 15 21
30 4 10 16 22
100 3 11 17 23
200 5 12 18 24
As concentracdes de célcio foram

estabelecidas com base no meioc de Murashige e Skoog {(Tabela
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3>, oﬁde a concentrac3o de CaClz.ZHZO & de 3.107M.

0Os embrides foram inoculados individualmente
em frascos contendo 5 ml de meio de cultura (Tabela 8> com
40 repeticdes para cada tratamento e mantida no escuro a
temperatura de 27 ¥ 2 °C. A avaliaclo foi feita apds 40 dias
da inoculacfo, verificando-se a porcentagem de embrides que
formaram calos.

Apds 50 dias da inoculac3o, quando foi
observada a formacido de calos, estes foram transferidos para
meios sem  picloram constituido de duas camadas, uma
inferior =dlida com carvi3oc ativado e outra superior 1liquida
e sem carvido e mantidos em agitacio a 70 rpm em agitador
horizontal.

Aos 100 dias da inoculac3do, quando apresenta-
vam estruturas aparentemente globulares, alongadas separadas
do explante, estas foram transferidas para meio semi-sdlido
4 mg/s1 de Agar) contendo as seguintes combinacdes dos fi-
torreguladores: NAA (0,8 mgs1> + 2i-P 1 mgrs; NAA 2 mgD
+ 2i-P 1 mgrsl>; NAA (0,5 mg-s1> + 2i-P B mg/1> e NAA OB

mg/s1d + GA 4 mgsD.
3.5. Histologia.

O material para estudo histoldgico foi
selecionado a partir de calos com caracteristicas
embriogénicas obtidos através do cultivo de embrides, apds

70, 106 e 151 dias da inoculacio em meio contendo
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concentracdes de 25 e 50 mg/l de Picloram.

Essas estruturas foram fixadas em FAA 50
(SASS,1951)>. A técnica empregada para desidratacio e
inclus3o do material em parafina, corte e distens3o das
fitas em  liminas, foli a indicada por SASS <1951, A
espessura dos cortes variou entre 8 a 10 pym. Seguiram-se a
desparafinac3o das laminas pelo xilol e a coloracio do
material pela safra-nina e azul de astra (GERLACH, 1969).

Foram tiradas fotomicrografias de material

preparado em laminas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Cultura de embrides.

Visando reduzir o tempo de germinacio de
sementes de macadba o qual pode ser de até 4 anos, neste
trabalho foi feita a cultura de embrides in vitro, utilizando
diferentes meios de cultura. Os resultados mostraram que o
meio de cultura MS suplementado com vitaminas e arginina
apresentou melhor resultado para germinac3o dos embrides.

Apds a segunda Semana da inoculacio
observou-se o alongamento dos embrides. Na quarta semana
ocorreu emergéncia da radicula e do cauliculo e ac final da
oitava semana as plantulas apresentavam-se com
aproximadamente 5 cm de comprimento. Plantulas bem
desenvolvidas foram obtidas apds a 14° semana da inoculac3o
(Fig. 3>, possibilitando a transferéncia de plantas para

condicdes ex vitro apds 16 semanas da inoculac3o.
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Fig. 3. Aspecto da plantula apds 14 sSemanas da

inoculacio em meio MS + Vit. + aa.
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A utilizag3o de meio contendo os sais do meio
MG  (GONCALVES, 1980> com e sem as suplementacdes, exigiu um
maior tempo de crescimento de plintulas e apresentou menor
uniformidade na germinacio.

A formulac3o de meios especificos para
determinadas plantas € priatica comum em micropropagacio.
Para palmeiras poucos estudos foram feitos nesta aArea, em
consequéncia, um meio Dbasico ideal de utilizac3do geral
parece n3o existir (TISSERAT, 1984> Geralmente o meio
biasico utilizado € o de Murashige & Skoog (1962> completo
{TISSERAT, 19872 ou modificado (NWANKWO & KRIKORIAN, 19865.

Embrides maduros germinam e crescem em meio
simples, constituido de sais inorginicos e uma fonte de
energia. A adic3o de vitaminas e aminoicidos tem—se mostrado
dispensivel para o cultive de embrides de algumas espécies
de plantas, mas para embrides de algumas palmeiras tem-se
verificado que sua inclusio favorece 6 desenvolvimento de
pliAntulas <(TISSERAT, 1987>. Para macadba a inclusdo de
vitaminas e arginina favoreceu a germinac3o e o
desenvolvimento de plintulas.

A adicio do carvio ativado para cultura de
embrides de macadba foi indispensivel para todos os meios
testados, mostrando-se eficiente na eliminac3o do
escurecimento causado pela oxidac3o. Esta oxidac3o prejudica
a germinacio e também o desenvolvimento de plantulas.

Alguns explantes s3do propensos ao

escurecimento, sendo considerado por varios pesquisadores
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como um dos principais problemas relacionados a cultura de
tecidos de palmeiras. Este escurecimento & atribuido aos
produtos da oxidac3o de compostos fendlicos os dquais inibem
o crescimento (CHOO, 1984). Para evitar esse escurecimento a
adic3o de carvio  ativado tem contornado os efeitos
deletérios causados por substincias téxicas sobre os
explantes. PARANJOTHY & OTHMAM 1982), verificaram em dendé
que os embrides desenvolveram e formaram plintulas somente
em meio de cultura que continham carv3oc ativado. O carvio
ativado pode ser adicionado no meio de cultura a 0,3%
aumentando-se a germinacio e reduzindo o escurecimento do
explante (TISSERAT,1987).

A transferéncia de plantulas para condigcdes
ex—-vitro necessita de uma metodologia que devolva aos
poucos as caracteristicas autotrdéficas da planta. Para isso,
as plantulas de macatba foram transferidas para substratos e
mantidas em condigdes de alta umidade por 3 a 4 semanas,
conforme recomenda CHOO (1984)> para palmeiras.

A sobrevivéncia das plantulas de palmeiras
parece estar associada com a altura no momento da
transferéncia para as condigdes Yex vitro'. Plantulas
menores que B8 cm apresentaram taxa de sobrevivéncia
reduzida. O sustrato frequentemente utilizado para palmeiras
consiste de uma mistura de vermiculita e turfa na proporgio
de 1:11 (v/vD>, n3o autoclavados (TISSERAT,1987).

Plantas de macadba ,com altura superior a 8

cm, foram transferidas para vasos contendo esse substrato e
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permaneceram em ambiente com alta umidade por 4 semanas, em
seguida as plantas foram transferidas para casa de vegetac3o
com umidade ambiente, apresentando desenvolvi- mento normal

conforme Figura 4.

4.2 Estudo fisioldgico do crescimento e desen-

volvimento.

A formulacio do meio MS (MURASHIGE & SKO0O0G,
1962> que apresenta alta concentrac3o de nitrogénio causou
reducio na massa de matéria frescas/seca quando comparado com
o meio de cultura com concentracdes de nitrogénio
correspondente 3 50 e 25% da formulac3oc de MS 12 e com 50X%
de nitrato e sem amdénio e 252 de nitrato e sem amdnio.

Auséncia de nitrato no meio de cultura afeta
sensivelmente a germinacdo e o desenvolvimento, enquanto que
auséncia de amdnio parece ter um efeito menos acentuado.
Entretanto, a presenca conjunta de nitrato e amdnio com
niveis reduzidos 3 50 e 28% exerceu influgncia favdéravel na
germinacio e desenvolvimento, apresentando-se consistente no

seu desenvelvimento como mostram as Figuras 5 e 6.



Fig.

Aspecto da planta apéds

condicdes ex vitro.
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massa media
de mat. fresca
{(g)/10 plantas 8|

0.8
0.4

0.2

M8 M8 1/2 MB 1/2 MS 1/2 us 1/4 MS 1/4 M8 174

8/NH;  8/NO; 8/NH}  8/NO3
B8 1 Dias XN so pias 48 DIAS
80 DIAS HFD 75 DIAS 1 90 DI

Fig. 5. Efeito de fontes e concentracdes de nitrogénio sobre
o crescimento e desenvolvimento de embrides
zigdticos. Média da massa de matéria fresca de 10

plantas com acompanhamento a cada 15 dias.
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massa media ©-18
de mat,. seca g¢.18
{g)/10 plantas

Q.14

0.12

0.1
0.08
0.08
0.04
0.02

13

T

T

.
H
H
H

NTE

M8 1/2 M8 1/4 M8 1/4 MB v/4

3

M8 M8 172 M8 1/2

8/NH;  8/NO3 8/NH} 8/NO3
B 15 pias 30 DIAS 48 DIAS

80 DIAS BHH 75 DIAS 3 90 pias

Fig. 6. Efeito de fontes e concentracdes de nitrogénio sobre
o crescimento e desenvolvimento de embrides
zigdticos . Média da massa de matéria seca de 10

plantas com acompanhamento a cada 15 dias.

Um aspecto importante que deve ser salienta—
do, & que todos os meios foram suplementados com caseina
hidrolizada como fonte de nitrogénio reduzido.

A presenca de nitrogénio reduzido no meio de
crescimento € requerido para continuar o crescimento de
embrides =zigdticos em cultura. EEUWENS (1978),verificou um
incremento significative na massa de matéria fresca dos
explantes de C. nucifera e P. dactylifera na presenca deste
compost.o.

Tecidos de plantas perenes tém frequentemente
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encontrado melhor crescimento "in vitro" em meio contendo
concentracdes menores de  um .ou mais ions <(GEORGE &
SHERRINGTON, 1984D).

Para algumas palmeiras a redugdo dos
macronutrientes para a metade da concentracdoc promoveu
resultados favoraveis para germinacio e desenvolvimento de
plintulas, obtidos a partir de embrides =zigdticos (NWANKWO &
KRIKORIAN, 1986)>. Resultado semelhante foi observado para
macatba neste trabalho, onde a reducio das fontes de

nitrogénio promoveu maior desenvolvimento de pliantulas.

4.3. Obtencio de calos.

4.3.1. Efeito da autoclavagem nos fitorregu-

ladores.

Em experimento utilizando concentragdes de
2,4-D inferiores a 485 mgr/l, na maioria dos tratamentos
ocorreu a germinagdo dos embrides tanto para embrides
extraidos de frutos maduros como imaturos. As Figuras 7 e 8
mostram que aumentando-se a concentracgio de auxina diminui o
desenvolvimento da radicula e do cauliculo, apresentando
regides com formacio de calos.

Nos tratamentos com concentracdes malores de
auxina (43,2 mg/1> hi uma tendéncia a formac3do de calos, o=
quais tornaram-se visiveis na regiio referente aos Apices

{nd cotiledonar).
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Nas diferentes interacdes dos
fitorreguladores foi observado que as concentracdes maiores
de auxina promoveram a formac3o de calos, tanto para
embrides de fruto maduro como imaturo (Figs. 7 e 8).

A concentrac3do dos fitorreguladores no meio
de cultura parece ser importante para inducdo de calos e
possivelmente para a formaci3o de embrides somaticos.
Entretanto, resultados preliminares evidenciaram que n3o sé
o balanco dos fitorreguladores, mas também a composicdo do
meio desempenharam papéis preponderantes. Neste sentido, as
modificacdes feitas no meio que passou a conter a metade da
concentracio de nitrogénio da formulacdo de Murashige &
Skoog e suplementada com uma fonte de nitrogénio reduzido, a
caseina hidrolizada, apresentou resultados favoraveis no
processo de obtencio de calos.

Os aminocicidos s3co uma das fontes mais
efetivas de nitrogénio para plantas cultivadas in vitro. Nio
somente estimulam o crescimento mas também induzem a
morfogénese e particularmente a embriogénese somiatica

(GEORGE et alii, 1987).



Fig. 7. Efeito do 2,4-D filtrado na inducio de calos em

embrides de frutos imaturos

Fig. _8. Efeito do 2,4-D filtrado na induc3o de calos em

embrides de frutos maduros
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A pronta disponibilidade de uma fonte de
nitrogénio parece ser importante para manter a célula em um
estado indiferenciado ( GEORGE & SHERRINGTON, 1984).

Praticamente todos os componentes em um meio
de cultura podem afetar a morfogénese 1in vitro. Sua
composicdoc portanto, & critica para a induc3o e expressio de
um programa de embriogénese somitica (GUERRA, 1989).

VELLEGAR et alii 1986), verificaram em
alfafa que a composicio qualitativa e quantitativa do
nitrogénio, auxina e componentes os=mdticos pode afetar a
express3io tn vitro do processo da embriogénese somatica.

Embrides oriundos de frutos imaturos mostraram
menor tendéncia a formagio de calos gquando comparados com
frutos maduros (Figs. 7. e 8., no entanto, a germinac3o e o
crescimento mostraram—-se favorecidos. Isto indica que os
fatores que causam a dorméncia nas sementes de macadba surgem
com a maturacidc do fruto. Similarmente CUTTER & WILSON
(1954>,0bservaram que fatores inibitdérios do crescimento de
embrides de coco estavam presentes no fruto maduro,
ocasionando a dorméncia do embriio.

GUERRA & HANDRO <(1988>, obtiveram germinacio
normal em embrides de palmito (Euterpe edulis Martd em
concentracdes de até 50 mgsl de 2,4-D, sendo necessiarias
concentracdes superiores a essa para inducio da embriogénese
somatica.

Tanto os calos oriundos de embrides de frutos

maduros como imaturos nioc demonstraram caracteristicas de
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calos embriogenéticos. Sabe-se que monocotileddneas
apresentam dificeis respostas morfogenéticas, além disso, em
palmeiras a formac3o de calos € um processo gradual e lento,
sendo observado calos embriogenéticos apds 4 a 6 meses (CID,
1987; TISSERAT, 1987).

Os tratamentos gque apresentaram formacio de
calos, quando foram transferidos para a luz (fotoperiodo de
1678 horas, claro / escuro) apresentaram acelerac3o no
processo de escurecimento.

O escurecimento do explante & considerado um
dos aspectos mais sérios relacionados com cultura de tecidos
de palmeiras. O escurecimento tem sido atribuido a producio
e oxidacdoc de composto fendlicos gque inibem o crescimento. A
adicio de carvdo ativado tem sido empregada com sucesso para
prevenir o escurecimento em palmeiras. Para alguns
pesquisadores a utilizac3o de citocinina e Agar parece
promover o escurecimento {RABECHAULT & MARTIN, 1976; MARTIN
& RABECHAULT, 1978>.

Embrides de fruto maduro e imaturo
apresentaram resultados conflitantes, principalmente com
relacd3o a citocinina, onde, para embrides de frutos imaturos
nic promoveu resultados favoriveis para induc3o de calos
(Figs. 7 e 8.

Para embrides de frutos imaturos inoculados
em meio contendo a maior concentracio de 2,4-D 43,2 mg/D,
ocorreu a formacio de calos, que foi observado ser

inversamente relacionado com a concentracio de citocinina.
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Enquanto que; para embrides de frutos maduros, aumentando-se
a concentrac3do de citocinina houve a formac3o de calos mesmo
em concentracdes mencres de auxina (21,6 mg/l>. Apesar dos
embrides de frutos maduros apresentarem maior formacio de
calos (Figura 9.2, nenhum desses calos progrediu e n3o houve

qualquer evidéncia de serem calos embriogenéticos.

Notas 4 -
3.5

3 -

2.5

2 -

1.6

1

0.5 -

0

21-P mg/l

Fig. 9. Avaliac3do do efeito dos fitorreguladores 2,4-D e
2i-P na induc3o e desenvolvimento de calos em
embrides de frutos maduros de macatba {(avaliacio

feita 35 dias apds a inoculaciod

Reforcando © fato de que altas concentracdes
de auxina s3o essenciais para inducio de calos, as
concentracdes utilizadas para macatba neste experimento ni3o

foram suficientes para suprimir a germinacio de embrides
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zigdticos e consequentemente induzir a embriogénese
somaitica. Entretanto, as modificagcdes feitas no meio basico
foram favoraveis, sendo que mesmo com as concentracdes
inadequadas de auxina ainda ocorreu formacio de calos.

Tanto embrides de frutos imaturos (REYNOLDS &
MURASHIGE, 1979> como de maduros (TISSERAT,1979)> s30
utilizados como fontes de explantes para obtenc3do de calos.
GUERRA & HANDRO (1988), utilizaram embrides maduros e
imaturos como fonte de explante para induc3io da embriogénese
somatica. Para macadba embrides de frutos maduros
mostraram-se melhores como fonte de explantes para inducio
de calos do que embrides de frutos imaturos. Nas
concentracdes de 90 e 120 mg/l de 2,4-D em presenca ou
auséncia de 2i-P a formacdo de calos iniciou-se apdés duas
semanas da inoculac3o. A concentracdes de 60 mgsl de 2,4-D
combinado com todos os niveis de 2i-P causaram reduc3oc na
germinacio.

A citocinina 2i-P, pareceu ter pouco ou
nenhum efeito na induc3o de calos, tanto para os tratamentos
mantidos 2 luz como no escuro. A adicido simultinea de
citocininas = parece promover bons resultados para algumas
palmeiras, como no caso da tAmara, onde TISSERAT 4987),
incluiu em seu protocolo a utilizacd3o de 2i-P. Por outro
lado, a inclusio de citocinina é ainda considerada incerta
{BRACKPOOL et alii, 1986>. Para BLAKE <1983>, a inclus3o de
citocinina é importante no desenvolvimento das subsequentes

fases de embrides somiticos e n3c na fase de induc3do de
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calos.

As Figuras 10 e 11 mostram as médias das
avaliacdes <(notas), feitas no 352 dia apds a inoculacio,
comparando-se as diferencas no efeito da luz e do escuro na
inducio de calos, bem como da interacio dos
fitorreguladores. Os tratamentos que formaram calos s3o
mostrados na Tabela 10, Nessa fase (apdés 35 dias da
inoculacdo) os calos apresentaram baixa percentagem de
oxidacio. A comparac3io dos tratamentos mantidos 2 luz e no
escuro hio mostrou diferencas significativas. A concentracio
de 60 mgrs]l de 2,4-D =em e com 2i-P mantidos no escuro
apresentaram uma baixa percentagem de embrides que formaram
calos e para os mantidos 3 luz n3o houve formac3o de calos.

Os calos eram de colorag3io amarela e
compactos e apresentaram lento crescimento. Esses explantes
com calos, mantidos nas concentracdes de 90 e 120 mgsl de
2,4-D, apresentaram formac3io da parte adrea na menor
concentracio (90 mgsld e tendéncias a oxidacio para a
concentracio maior {120 mg 1. Essas concentracdes que em
outras palmeiras s3oc ideais para induzir o processo de
embriogénese somatica (REYNOLDS & MURASHIGE ,1979>, para
macauba foi insuficiente para suprimir o processo de

germinacio e, gquando isso n3o ocorreu, os calos oxidaram.
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Tabela 10. Avaliagao do efeito da auto clavagem na indugéo ¢ desenvolvimento de calos e
oxidagao ap6s 35 dias da inoculagao.

Trat. N°total de % Oxidagao % embriGes semn N°de embrides % de embrides que
2,4_—D/ frascos desenvolvimento que formaram calos formaram calos
;gl Claro Escuro Claro Escuro Claro  Escuro Claro  Escuro  Claro Escuro
60/0 6 10 - - - - 0 4 0 40
90/0 9 12 2 - 11 8,7 6 8 67 67
120/0 12 15 16 - 83 13,3 9 13 75 87
90/2 8 12 125 - 25 25 b 9 63 75
120/2 13 20 - 5 15,4 10 11 17 85 85
9%0/5 15 19 - - 133 21 13 15 86 79
1205 16 19 - - 63 42 15 11 94 58
6010 9 12 - - - - 0 3 0 25
90/10 12 19 - - 33 21 11 15 92 79
120/10 12 18 83 - 25 16,7 8 15 67 83
60/15 12 15 - - - - 0 6 0 40
90715 9 19 - - 22 - 7 19 78 160
120/15 9 19 11 - 22 31 6 13 67 68
Esses resultados sao conflitantes ao

encontrado por TEIXEIRA et alil (19863 que induziram calos
em embrides de Acrocomia em meic contendo 450 yum de 2,4-D e
obtiveram embrides somaticos os dquais n3o progrediram.

A aut.oclavagem dos fitorreguladores
apresentou um efeito dif erencial, quando comparados com
baixas concentracdes de fitorreguladores filtrados,
verificando-se que a concentracio de 43,5 mgs1 de 2,4-D
filtrado induziu a formaci3c de calos, enquanto que em
concentracdes de até 60 mgrsl de 2,4~-D autoclavado ocorreu

germinacio.
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Para os tratamentos com 100, 150, 200 e 300
mgsl de 2,4-D apds duas semanas da inoculac3o apresentaram
inicioc de formacdoc de calos, tanto para os fitorreguladores
filtrados como autoclavados. Para os tratamentos com 400
mgsl de 2,4-D o inicio de formacic de calos ocorreu alguns
dias depois.

Nos tratamentos com 2,4-D filtrado ocorreu
maior inducdo e desenvolvimento de calos na fase inicial
comparado ao 2,4-D autoclavado, principalmente para os
tratamentos filtrados mantidos no escuro (Tabelas 11 e 12).
Apds essa fase nio houve diferencas significativas,
ocorrendo lento desenvolvimento dos calos os quais eram de
aspecto compacto com coloracio amarela e tendéncia a
oxidagc3oc com o passar do tempo.

18] efeito da autoclavagem do 2,4-D nas
concentracdes utilizadas nao foi significativo. A
autoclavagem do 2,4-D apresentou um efeito visivel, quando
utilizado em concentracdes menores (90 mgsld (Figs. 10 e 11D
Parece evidente que hi degradacio es/ou a adsorcio mais rapida
quando foram utilizadas concentracdes menores desta auxina
autoclavada. Quande a concentracio € aumentada para niveis
superiores a 100 mg/l , mesmo que ocorra degradacio de parte
dessa auxina pela autoclavagem e~ ou adsorci3o pelo carviao
ativado, a quantidade restante disponivel & ainda suficiente
para induzir calos. Outra evidéncia relevante & o efeito
favoriavel da auséncia de luz no crescimento de calos e na

reducao do escurecimento.
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Tabela 11. Avaliag@o do efeito da auto clavagem do 2,4-D na inducéo e desenvolvimento de
calos. Observagdes apos 30dias da inoculagao, em meio com 2,4-D filtrado.

Trat. N°total de % Oxidagdo % embridessem % germinagao % de embrides que
2,4-D frascos desenvolvimento formaram calos
mg/] Claro Escuro Claro Escuro Claro. Escuro Claro Escuro  Claro Escuro
0 18 19 16,67 - 16,67 10,53 66,67 89,47 - -
100 20 17 5 59 25 23,53 - - 70 70,59
150 17 15 - 6,67 5294 26,67 - - 47,06 66,67
200 16 16 - 125 31,25 1875 - - 68,75 68,75
300 15 16 - 125 46,67 56,25 - - 53,33 31,25
400 17 14 - 7,14~ 8235 78,57 - - 17,64 14,28

Tabela 12. Avaliagio do efeito da auto clavagem do 2,4-D na indugio ¢ desenvolvimento de
calos. Observagoes apés 30dias da inoculagio, em meio com 2,4-D auto clavado.

Trat. N°total de % Oxidagao % embribes sem % germinagao % de embriGes que
2;;/1}) frascos deeenvolvimento formaram calos
Claro Escuro Claro Escuro Claro  Escuro  Claro Escuro  Claro Escuro
0 18 19 16,67 - 1667 10,53 66,67 89,47 -

100 15 14 13,33 - 26,67 14,28 - - 60 85,71
150 16 18 - - 312 11,11 - - 63,75 88,89
200 16 15 125 - 4375 13,33 - - 4375 86,67
300 16 14 18,75 21,43 4375 3571 - - 375 42,86
400 20 19 45 2631 30 31,58 - - 25 4211
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As concentracdes de 150, 200, e 300 mg~-sl de
2,4-D apresentaram calos com agregados protuberantes, tanto
para o 2,4-D filtrado como autoclavado. Esses tipos de calos
foram pouco frequentes e nio progrediram.

SWANSON & TOMES {1980), apontaram a
inativac3do do 2,4-D por esterificacio e VYAMAKAWA et alii
19795, verificaram que IAA e 2,4-D em meio MS com sacarose
nio eram decompostos pela autoclavagem. Mas, exposicio i luz
decompdem IAA. No entanto, poucos estudos tém sido feitos
para analisar as mudancas no meio durante o preparo,
armazenamento e incubacio com explantes (HAGEN ‘et alii,

1991>.

4.3.2. Induc3o de calos por 2,4-D em embrides

Zzigdticos inteiros e cortados.

Visando a obtencio de calos
embriogénicos,examinou~-se as diferentes regides do embrilo
quanto ao potencial embriogénico, devido principalmente a
regido referente ao haustdrio d{damina cotiledonar>, a qual é
um Srgdo de reserva podendo, portanto, formar calos n3o
dese javeis.

O inicio de formacio de calos ocorreu apds 10
dias da inoculacfo, para ambos experimentos com 150, 200 e
300 mg~rsl de 2,4-D. Na concentracio de 100 mgrsl de 2,4-D
iniciou~se o© processoc de germinacio enquanto que para a

concentracio de 400 mg~rs1l ocorreu escurecimento do explante,
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tanto para os tratamentos mantidos 32 luz como no escuro.
Tanto embrides pré- germinados inoculados inteiros como os
cortados apresentaram o mesmo desenvolvimento (Tabelas 13 e

14>

Tabela 13. Avaliac3o da inducio de calos por 2,4-D em regiio
do peciolo cotiledonar de embrides zigdticos.

Observacdes apds 30 dias de inoculacio.

No. de Repeticdes

Tratamento culturas viaveis Respostas Morfogenéticas

2,4-D mg/1 Claro Escuro Claro Escuro
4] 14 8 germinacio germinacio
100 ‘ 10 12 germinacio germinacio
150 12 6 regides com calos
calos
200 B 14 calos com calos

escurecimento

300 & 7 calos calos
escurecidos escurecidos

400 5 & calos calos
oxidados oxidados
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Tabela 14. Avaliac3o da induc3o de caloes por 2,4-D em
embrides zigdticos inoculados inteiros.

Observacdes apds 30 dias da inoculac3o.

No. de Repeticdes

. . . Respostas morfogenéticas
culturas viiveis ,

Tratamento
2,4-D mgrs1 Claro Escuro Claro Escuro
] 18 17 germinacio germinacio
100 15 14 germinagio germinacio
150 15 16 alongamento calos
com regides
com calos
200 18 19 calos calos
300 15 14 calos calos
escurecidos escurecidos
400 15 13 calos calos

oxidados oxidados

Nas concentragdes de 100, 150 e 300 mgrsl de
2,4-D apds 45 dias da inoculagcio foi observada a formacio de
calos com agregados protuberantes. Na concentracio de 400
mg-1 apds oxidaci3o dos calos na fase inicial do
desenvolvimento, ocorreu formac3o de calos a partir do
tecido oxidado. Os=s calos com protuberidncias cresceram
lentamente e, em meios ausentes de fitorregulador, tenderam
a2 oxidacio.

A selecdo dos tecidos utilizados como
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explantes =3 importante para que se jam ampliados os
conhecimentos sobre os dois aspectos mais c¢criticos da
morfogénese in vitro de palmeiras: a iniciacio de calos e a
induc3o da embriogénese somatica (BLAKE, 1983).

Um dos fatores criticos para macatba tem sido
o desenvolvimento de calos e consequentemente a inducio da
embriogénese somitica. A formac3o de calos nessa palmeira
inicia~se na regifio refente aos Apices ( nd cotiledonar)>, com
ruptura dos tecidos.

NAWANKWO & KRIKORIAM (1986), verificaram no
processo embriogenético que quando embrides zigdticos foram
utilizados como explantes ocorreu o desenvolvimento da
lamina cotiledonar e do néd cotiledonar, mas a formacio de
calos embriogenéticos ocorreu somente a partir de tecidos do
nd cotiledonar. Resultados similares foram verificados por
GERRA <1989), onde a lamina regredia  nas condicdes de
cultivoe in vwvitro, enquanto que os tecidos do nd cotiledonar
originavam embrides somaticos diretamente sobre os tecidos
epidérmicos, constituindo-se em evidéncias de que
determinados tecidos do embri3o zigdtico apresentavam
potencial para seguirem um programa embriogenético.

Nem os calos formados de embrides inteiros e
nem os de embrides cortados evidenciaram caracteristicas
embriogénicas significativas.

A pré~germinacio diminuiu o potencial
morfogengtico, visto gue em concentracdes menores e igual de

2,4~D em embrides inoculados inteiros e sem prévia
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germinac3do verificou-se o inicio do processo de formacio de
calos enquanto que com a pré-germinacio em concentracdes de
até 200 mgrsl de 2,4-D ocorreu o desenvolvimento da lamina
cotiledonar.

Para Ammar & Benbadis_f citado por GERRA
(1989),apds a germinacio do embrido zigdtico parece existir
uma diminuicZ2o no potencial morfogenético. Isto reflete na
menor capacidade dos explantes em produzir calos

embriogenéticos.

4.3.3. Efeito do tempo de exposicio dos

embrides ao 2,4-D na inducio de calos.

Esse experimento avaliou o tempo de exposici3o
do embri3do ao 2,4-D necessario para inducio de calos.

Apds 10 dias da inoculacio os  embrides que
permaneceram durante 5 dias em exposicio ao 2,4-D <100 mgs/D
e 2i-P (5 mgrsI> apresentaram alongamento do embrido similar
ao ocorrido no controle (sem fitorreguladord. Nos embrides
com 10 dias de exposicio ocorreu entumescimento do embri3o

na regido do peciolo cotiledonar com aparente formacio de

* AMMAR, S. & BENBADIS, A. Multiplication vegetative du

palmier-dattier ((Phoenix dactylifera LD par la culture
de tissus de jeunes issus de semis. €. r. hebb. Séan.

Ac. Sci, Paris, 2484: 1789-1792, 1977.
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calos. Para os tratamentos com o tempo de exposicio de 15 e
20 dias e exposic3o direta, apresentaram inicio de formaci3o
de calos (Fig. 125, mas n3o foi suficiente para suprimir o

processo de germinacio do embrido.

3 3

10 5 20
TEMPO (DIAS)

o .

7 mm

Fig. 12. Efeito do tempo de exposicio dos embrides ao 2,4-D
para inducio de calos. Observacdes apds 20 dias da

inoculacio

Para SHARP et alii {1980), a presenca de
fitorreguladores no meio de cultura tende a diminuir o
potencial embriogenético, sendo que estas substincias devem
ser consideradas somente como agentes indutivos para a
diferenciacio.

Em macatba apds 72 dias {11 semanas) da
inoculac3o os embrides que permaneceram por 10 e 15 dias em
meio com 2,4-D, apresentaram desenvolvimento da parte
aérea. Nos embrides gque permaneceram por 20 dias, houve
crescimento de calos, porém n3o persistiram, ocorrendo nessa

fase o desenvolvimento da parte agrea. Portanto, para
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macatba, periodo de exposic3o de até 20 dias € insuficiente
para suprimir o processo de germinacio e induzir calos.

Os embrides mantidos em meio com
fitorreguladores e sem transferéncias, apresentaram lento
crescimento de calos os guais eram mais compactos. Houve
alguns calos com formac3o de parte adrea, porém, menos

frequentes quando comparadoc com as exposicdes menores.

4.3.4. Efeito de altas concentracdes de 2,4-D

na inducio de calos.

O efeito de altas concentracio do 2,4-D na
induc3o de calos € mostrado nas Tabelas 15 e 16. A maior
porcentagem de calos ocorreu nos tratamentos mantidos no
escuro.

A formacio de calos comecou apds duas semanas
da inoculag¢3o. Os calos desenvolveram na regiio referente
aos Apices com ruptura dos tecidos dessa regiio. A
concentracio de 100 mg-sl de 2,4-D apresentou baixa
porcentagem de indugcio de calos, onde ent3o ocorreu
germinac3o anormal com formacio de parte aérea. Embora a

concentracio de 100 mg-l de 2,4-D seja comumente usada em
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Tabela 15. Efeito de aitas concentragdes de 2,4-D na indugéo e desenvolvimento de calos,
mantidos a luz. Observa¢des feitas apSs 40 dias de inoculagao.

Tratamento n°de %sem % com Pode Pode Respostas
2,4-Dmg/l repeticao desenvol/ oxidagao germ. calos morfogenéticas
0 35 5,7 4,3 90 - germinagao
100 29 34 27,6 65,5 3,4 processode germinagio
alongamento
200 30 33 60 - 36,7 caloscom-0,5cme
coloracgdo amarela-
escura
300 28 - 53,6 - 46,4 calos-0,5cm e coloragéo
amarela-escura, ten-
dénciaa oxidagdo
400 30 40 40 - 20 calos amarelos-escuros,
tendénciaa oxidagao
600 30 - 100 - - oxidagio totaldos calos
eminicio deformacdo

Tabela 16. Efcit? de altas concentragoes de 2,4-D na indugao ¢ desenvolvimento de calos,
mantidos no escuro. Observagoes feitas apds 40 dias de inoculagio.

Tratamento n° éc %sem P%com Pode Pde Respostas
2,4-Dmg/l  repeticio desenvol/ oxidagdo germ. calos morfogenéticas
0 35 3,5 1,6 89,9 - germinagao
100 29 - 13,8 759 10,3 processode germinagio
fase de alongamento
200 30 6,6 20 - 73,3 calosamarelo-escuro
300 29 - 17,2 - 82,7 calosamarelo-escuro
com tendéncia a
oxidagao
400 28 82,7 17,2 - - oxidacaodoscalos em
fase inicial de formacgao
600 33 42,4 57,6 - - oxidagao totaldos calos

em fase inicial de
formagao
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cultura de tecidos de palmeiras, para macatuba essa
concentracdo foli insuficiente para suprimir o processo de
germinac3o e indugido de calos. Para diversés autores,
entretanto, essa concentracdo & suficientemente adequada
para induzir calos e promover embriogénese somatica
(REYNOLDS &MURASHIGE, 1979; NWANKWO & KRIKORIAM, 1986; GERRA
& HANDRO,1988).

As concentracdes de 200 e 300 mg~sl de 2,4-D
estimulou a inducio de calos. Esses calos apresentaram lento
crescimento & eram em geral compactos e de coloracioc amarela
com tendéncias a oxidagio apresentando escassos casos de
formacio de calos com agregados protuberantes, os quais n3o
progrediram. Quando foram utilizadas concentracdes maiores
de 2,4-D (400 e 600 mg/l> apds o inicio de formagcio de calos
ocorreu alta percentagem de oxidacio.

AHEE et alii <1981)>, PANNETIER et alii {1981),
obtiveram calos de lento crescimento em dendé os quais, aos
100 dias da inoculacio, foram transferidos para meio de
cultura que diferiram guanto ao tipo e concentracioc de
fitorregulador utilizado no meio primarieo, nos quais com
suceszsivas transferéncias ocorreu a formacido de estruturas
globulares. TISSERAT (1987>, obteve produgido de calos em
tamarameio com 2,4-D {100 mgrs1> e 2i-P (38 mg/l>. Esses calos
apresentaram lento crescimento, formando calos nodulares que
foram subcultivados em meioc BM sem reguladores, originando
embrides somaticos.

Para macauba verificou-se que apés 80 dias da
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inoculacio, quando foi feita a retirada do fitorregulador, no
tratamento que continha 200 mg/l de 2,4-D ocorreram alguns
casos de calos que apresentaram formac3o de cauliculo . Esse
resultado &€ similar ao verificado por NWANKWO & KRIKORIAN
19865, onde ocorreu a formac3o da parte aérea em calos,
ocasionando regides que persistiram como cales ou que
formavam projecdes semelhantes a raizes. Esses autores
atribui ram esse fato a longa permanéncia do fitorregulador no
meio de cultura. Por outro lado, verificou-se que periodos de
exposicido ao 2,4-D menores que essa 80 dias> foram
insuficientes para suprimir os processos de germinacio. Além
do mais, estudos preliminares em macadba mostraram que a
reducdo do fitorregulador no meio levou a um acentuado
processo de germinacg3o irregular.

De acordo com resultados obtidos para
macatba, o uso do 2,4-D esou as condicdes de cultivoe n3o
favoreceram a proliferacio de calos e consequentemente n3o
induziram os processos embriogenéticos. Acredita-se que
outros fatores podem estar envolvidos no processoc como época
adequada de transferéncia, tipo e concentracio de
fitorreguladores ou a utilizac3o de outras substancias como
agentes indutivos para a diferenciac3o.

Além do 2,4-D ser conhecido como uma potente
auxina, ele também apresenta algumas caracteristicas
indese jAveis em cultura de calos, como a perda da capacidade
de diferenciag3o em culturas prolongadas, aberracdes

cromossdomicas, mutacdes e poliploidia (SUNDERLAND, 1977,
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Embora o uso do 2,4-D em outras palmeiras
apresente bons resultados, para macauba o©o seu uso nio

pareceu favorecer a inducfo de calos.

4.3.5. Efeito do acido 4-amino-3,5,6,- tri-
cloropicolinico (picloram? na induci3o

de calos.

O picloram tem sido usado com sucesso em
cultura de tecidos de varias plantas por n3oco causar efeito
adverso em calos ou na regeneracio de plantas <(COLLINS et
alii, 1978; OMAR & NOVAK, 19905, além de induzir a
embriogénese somatica em palmeiras <(VALVERDE et alii, 1987;
OMAR & NOVAK, 19920)>. Portanto, o objetivo desse experimento
foi de estudar e verificar o efeito do picloram na inducio
de calos e expressio morfogenética.

Os embrides zigdticos de frutos maduros foram
cultivados in vitro em meio de cultura contendo diferentes
concentracdes de picloram. Apds 10 dias da inoculacfo foi
possivel verificar o inicio de desenvolvimento de calos.

O desenvolvimento dos calos foram
acompanhados no intervalo de 30 e 60 dias apds inoculacio,
atribui ndo~se notas de =zero a trézs. Zero sendo atribuido as
culturas sem desenvolvimento aparente de calos e trés para
calos com caracteristicas embriogénicas.

A Figura 183 mostra as médias das avaliacdes
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(notas> comparando-se as respostas morfogenéticas. E
possivel verificar que o picloram estimulou a formac3do e o
desenvolviment.o de calos nas concentracdes de 25 a 200 mg/l,
sendo que no controle e na menor concentracio 10 mgos

ocorreu a germinacio dos embrides.

Notas 2.5

.

0.5} \ \\%
0 10 25
Plcloram
CLARO HEB ESCURO (mg/1)

Fig. 13. Avaliac3o do efeito do picloram na inducio e
desenvolvimento de calos. Observacdes feitas 30

dias apds inoculacio

Para os tratamentos com 25 e 50 mg-l de
picloram ocorreu o alongamento do embriico com formac3io de
calos com aspecto globular. Nos tratamentos com 100 e 200
mg-1 de picloram ocorreu a ruptura dos tecidos na regido
referente aos Aapices ( nd cotiledonar>, e formacdo de calos
globulares nessa regi3o. Essas observacdes foram verificadas

tanto para os tratamentos mantidos 2 luz como no escuro,
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porém com maior desenvolvimento para os tratamentos mantidos
no escuro.

Os calos apresentaram lento crescimento e
desenvolvimento o que parece ser caracteristica comum em
palmeiras, como j& verificado em diversos sistemas (AHEE et
alii, 1981; PANNETIER et alii, 1981; BHALLA-SARIN et alii,
1986D.

A formacio de calos com caracteristicas
embriogénicas apareceu em macauba aos 50 dias da inoculacio.
Nos tratamentos com 25 e 50 mg~l de picloram foi observada a
formacio de calos globulares na regifio oposta aos Aapices
ocorrendo a formacioc de estrutura branca compacta referente
a tecidos remanescentes do embri3io (Fig. 14D. Nas
concentracdes de 100 e 200 mg~-l, ocorreu a formacio de calos
globulares sem que houvesse o alongamento do explante (Fig.
155.

A Figura 16 mostra a avaliac3o (notas)> de
calos com caracteristicas embriogénicas, com formacio de
agregado de estruturas globulares. E possivel verificar que
o picloram estimulou a formacio de agregados globulares,
sendo as concentracdes de 50 = 100 mg/l1 as que apresentaram
melhor desenvelvimento. A concentragio de 200 mgrsl exerceu
um efeito estimulador menos acentuado do que as

concentracdes de 25, 50 e 100 mg-l.



Fig. 14. Estruturas globulares formadas na regiio oposta aos
Apices com alongamento do embriio. Tratamento com
25 mg/l de picloram Observacdes apds 80 dias da

inoculacio



Fig. 15.
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Formacio de agregados globulares sem expansio do
embriio. Tratamento com 100 mg/1l de picloram Apéds

80 dias da inoculacio
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Fig. 16. Avaliac3io do efeito do picloram na inducio e
desenvolvimento de calos com caracteristicas
embriogénicas. Observacdes feitas apds 60 dias da

inoculacio

Apds 50 dias da inoculaciao quando as
estruturas globulares estavam bem evidentes, o picloram foi
removido do meio e para melhor desenvolvimento foi utilizado
meio com dupla camada, sendo a inferior sdélida e com carvio
ativado e a superior liquida e sem carvio. A transferéncia do
explante contendo essas estruturas facilitou a visualizacio

de agregados globulares (Fig. 170 e e mais alongadas <(Fig.
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18> e também a separacio dessas estruturas. Resultado
semelhante foi obtido por VALVERDE et alii (1987>, onde calos
secundarios s3o distinguidos de calos primarios por
apresentarem uma coloracido amarela clara e estruturas
globulares embriogénicas, as quais s3o facilmente separadas
dos calos.

Para ZIV & GADASI (1986> a utilizac3o da
dupla camada de meio permitiu o crescimente normal de
embridides de Cucumis sativus L.. No entanto, para macatba a
utilizac3o desse meio reduziu o nivel de oxidac3o, mas,
ainda assim, ocorreu oxidac3io do explante.

A formacio de agregado de estruturas
globulares foi verificada apds 50 a 100 dias da inoculac3o.
Varios estigios morfogenéticos foram observados, podendo ser
justificados provavelmente pela heterogeneidade do explante
utilizado. Por outro lado, o desenvolvimento de embrides
somaticos ocorre frequentemente em palmeiras de forma
assincronizada, isto €, verificam-se todos os estigios da
embriogénese sobre o mesmo explante (GUERRA, 1989).

Morfologicamente as estruturas globulares e
alongadas apresentaram caracteristicas tipicas de estruturas
embricgénicas, pois segundo WILLIAM & MAHESWARAM (19862 as
células embriogénicas apresentam uma série de aspectos
comuns gue s3o caracteristicas de células meristemiticas as
quais foram claramente presentes nas estruturas acima. A
maior parte dessas caracteristicas foram observadas nos

cortes histoldgicos dos tecidos com caracteristicas
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embriogénicas em macauba {(item 4.3.7.D.

Fig. 17. Agregados de estruturas globulares formadas sem

expansio do embri3io
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Fig. 18. Agregados de estruturas mais alongadas formadas =sem

expansio do embriio

Embora as estruturas globulares e alongadas
quande iscladas n3o desenvelveram ou apresentaram escassos
casos de emiss3o de apéndice similar a raizes nas estruturas
alongadas, o usco do picloram mostrou-se efetivo para induzir
calos embriogénicos apresentando grande potencial para
obtenc3io de embrides somAticos em macauba, desde que ocorra

a otimizac3o adequada da condic3o e manutencio de cultivo.



84

4.3.6. Efeito da concentracio de cilcio no
meio de cultura contento picloram na

induc3io de calos e embriogénese.

0O aumento da concentrac3o de cilcio no meio de
cultura tem resultado no aumento da expressio do potencial
embriogénico (ZIV & GADASI, 1986; JANSEN et alii, 1990>. O
calcio pode mediar algumas respostas fisioldgicas
direcionadas por citocinina (ALLAN & HEPLER, 1989> e auxinas
(ALLAN & HEPLER, 1989; GUERRA, 1989>. O objetivo desse
experimento foi o de verificar o papel do cilcio na regulacio
do processo da embriogénese somatica. Para tanto, foi
estabelecido um experimento utilizando meio de cultura
contendo diferentes combinacdes de calcio e picloram.

O inicio de formacZo de calos ocorreu apéds 10
dias da inoculacdo. Notaveis modificacdes foram verificadas
a partir dessa fase.

O efeito do cilcio foi verificado apds 40
dias da inoculac3o e est3io representados na Tabela 17. E
possivel verificar que concentracdes menores de calcio junto
com as diferentes concentracdes de picloram, estimularam a
formacio de calos, sendo gque as concentracdes de 0,?5.10-343
1,5.10—31\4 de calcio apresentaram as maiores incidéncias de
calos. A concentracio de 0,75 10"°M de calcio foi utilizada

no experimento com picloram {item 4350 apresentando

resultados similares. As evidéncias de que as concentracdes
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Tabela17. Awvaliagaodo efeito do picloram e cdlcio naindug¢ao e desenvolvimento de calos.
Observagoes feitas 40 dias apés inoculagio.

Tratamento Repetigles % sem % com % com % de % de calos
Picloram Caleio desenvolvi- tendéncia oxidagdo  germinagdo
mg/l M mento dg escu-
recimento
0-0,75x10° 3s 28 28,6 . 68,6 ;
10 - 0.75x10°3 31 32 32,2 16,1 - 484
25 - 0,75x10°3 33 53 31,6 - - 631
50 - 07521073 39 - 17,9 - - 820
100 - 0,75x10° 40 - 25 - - 97,5
200 - 0,75x10°> 35 11,4 . . - 386
0-1,5x10° 39 12,8 87,2 - - -
10 - 1,5x10°3 37 2,7 10,3 - 81 513
25 - 1,5x10°> 34 11,8 17,6 ; . 70,6
50 - 1,5%107 37 5,4 81 - 86,5
100 - 1,5x10°° 37 32,4 8,1 - - 62,1
200 - 1,5x10°3 40 57,5 - - - 425
0 - X103 39 385 61,5 . - -
10 - 3103 28 64,3 35,7 . - -
25 - %10 36 778 333 . - 389
50 - %107 38 395 10,5 . - 50,0
100 - %10 40 125 75 - - 80,0
200 - %10° 38 16,3 26 - - 60,5
0 - 6210° 18 26,3 526 pal -
10 - 6103 35 286 25,7 36 11,4 25,7
25 - 10> 35 17,1 28,6 11,4 . 4238
50 - 6x10° 37 35,1 297 - - 35,1
100 - 6210 37 59,4 - 27 - 3738

200 - 610> 36 57,5 83 . - 278
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menores de cilcio foram mais efetivas para estimular a
formac3io de calos, estid relacionada com o decrescimo linear
da porcentagem de calos na medida em gque aumentou a
concentracio de cidlcio, Esse decrescimo teve significancia
estatistica para concentracdes de 50, 100 e 200 mgrsl de
picloram (Tabela 18)>. J& para as éoncent.racées de 10 e 25
mgrs1l de picloram estimou-se um coeficiente linear negativo,
porém nio significativo estatisticamente.

Tabela 18. Regress3o polinomial para niveis de cilcio dentro

dos niveis de picloram (Regress3o linear).

Concentracao Equacdes Significancia
de Picloram (mg/D

10 E— NS
25 ——— NS
++
50 91,4696 - 9,9803 Ca »
++
100 94,9348 - 9,0968 Ca *
++
200 78,9478 - 8,5681 Ca *
NS - n3o significativo ao nivel de 9852 de confianca pelo

teste F de Snedecor.

* - smignificativo ao nivel de 952% de confianca pelo
teste F de Snedecor.

Em algumas espécies de plantas o aumento de
CaClz no meio resultou no aumento do potencial
embriogenético (ZIV & GADASI, 1986; JANSEN et alii, 1990>.
Esses resultados =30 contririos aco constatado no presente

experimento. Quando o aumento de calcio foi igual a
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concentracio do meio de MS e superior a esta o seu efeito
foi menos estimulador, apresentando melhor desenvolvimento
nas concentrac®es menores ( O0,7407° e 1,810 M>.  Por
outro lado, em palmeiras como o coce €. nuciferal, o
aumento de calcio, potassio e fésforo, estimulou o
crescimento de calos. No entanto, o cilcio teve um efeito
menos acentuado (EEUWENS,1976).

S3o escassos o0s relatos sobre o efeito de cilcio
na embriogénese somatica, mas ions como calcio podem mediar
muitas das respostas direcionadas pelos reguladores de
crescimento em plantas (GUERRA,1989>.

JANSEN et alii 19905, relataram que o
aumento de <cidlcio no meio pode neutralizar o efeito
inibitério do 2,4-D na embriogénese somatica. No entanto,
certos problemas associados com uso do 2,4-D em cultura de
tecidoe n3o foram observados guando picloram foi utilizado
(COLLINS et alii, 1978>.

As concentracdes menores de calcio, gquando
combinadas com as diferentes concentracdes de picloram foram
mais efetivas no desenvolvimento de calos. Esses calos
globulares cresceram e desenvolveram lentamente,
acompanhados por varios tipos morfogenéticos de acordoe com
os tratamentos. Estatisticamente observou-se um comportamento
quadritico da porcentagem de calos na medida em gue aumentou
a concentrac3doc de picloram. A Unica regressdo quadritica n3o
significativa foi encontrada para o nivel de 6. 10" M  de

calcio (Tabela 19.D.
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Estatisticamente foi possivel verificar que
para as concentracdes de calcic em gque “houve diferencas
significativas, a maxima producio de calos entre as
concentracdes de picloram ocorreu entre 90 3 140 mgrsl de
picloram. Segundo as equacdes de regressido a combinacdo ideal
para produc3doc de calos seria 0,75. 10" °M de calcio e 130 mg-1

de picloram. No entanto, nas dosagens experimentadas a melhor

combinac3o foi 0,?5.10_3M de cilcio e 100 mg~-l de picloram.

Tabela 19. Regressio polinomial para os niveis de picloram

dentro dos niveis de cilcio (Regressio
quadriticad.
Concentracao Equacao Significancia

de calcio (MO

0,75.10 ° 20,5796 + 1,4171 Picl- 0,005438¢(Picl¥ _—
1,510 ° 28,7287 + 1,0776 Picl- 0,005152C¢Picl>® .
3.10 ° -2,6545 + 1,3500 Picl- 0,005226CPicl>? "
6.10 ° e NS
NS - ndo significativo ac nivel de 95% de confianca pelo

teste F de Snedecor.

*% - msignificativo ao nivel de 992 de confianca pelo
teste F de Snedecor.

Com base nos resultados obtidos e na analise
estatistica do experimento envolvendo calcio e picloram foi

elaborada analises de regress3o polinomial, que possibilita
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predizir os parametros referentes as concentracdes de calcio
e picloram que permitem a maximizacio dos resultados.

Na Figura 19 pode~se verificar que, apds 70
dias da inoculac3o, os calos se apresentavam em geral com
agregado de estruturas globulares. As concentracdes maiores

® & 210"°M> mostraram uma maior tendéncia a

de calcio 10~
oxidacio do que as concentracdes menores.

Nessa fase, os agregados de estruturas
globulares <(Fig. 20> apresentaram caracteristicas tipicas de

estruturas embriogénicas, as quais foram confirmadas através

de cortes histoldgicos {dtem 4.3.7.D.
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CONCENTRACSES DE _<_:°_+t ________
PICLORAM |=———=—mmm e 2T

(mg/1)

Fig. 19. Efeitos do cilcio e picloram na inducio e desen-
volvimento de calos com caracteristicas

embriogénicas. Observacdes apds 70 dias da

inoculac3o



Fig.

o1

20. Agregado de estruturas globulares com regiio cen-
tral com estruturas globulares translicidas. Obser-

vacdes apds 70 dias.
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As estrututras globulares e alongadas
isoladas ou em agregados foram transferidas para meio
contendo baixas concentracdes de auxinas e citocininas ou
auxina e 4&cido giberélico; essas estruturas n3o progrediram,
ocorrendo oxidac3o. O mesmo foi observado para os agregados
de estruturas globulares e alongadas que permaneceram em
meio sem fitorreguladores, ocorrendo escassos casos de
estruturas alongadas que desenvolveram somente raiz.
Similarmente, RABECHAULT et alii 1970 relataram a formacio
de ' "embridides" sem observar a diferenciac3o de folhas e
TEIXEIRA et alii (1986>, obtiveram a formacio de ‘embrides
somaticos em Acrocomia sem que ocorresse o seu

desenvolvimento.

4.3.7. Histologia

Observacdes histoldgicas foram realizadas
visando a anilise das estruturas globulares (Fig. 14> e
alongadas (Fig. 18>, <(isocladas, e numa fase posterior de
desenvolvimento) a fim de compara—las com estruturas
embriogénicas verificadas em outras palmeiras.

As observacdes visuais discutidas no item
4.35., demonstraram gque o primeiro evento morfogenético foi
a formac3o de calos na regi3o entre o néd e a lamina
cotiledonar resultando na formac3o de estruturas globulares

(Fig. 14> com respectivo corte transversal na Fig. 21.

Observacdes a nivel histolégico revelaram que as estruturas
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sdoc constituidas por agregados de nédulos meristemiticos
(Fig. 21ad delimitados por células maiores de aspecto
parenquimatico (Fig. 21b e 21ed, algumas das quais apresentam
conteldo diferente que reage com safranina <(Fig. 21d>. Na
regido superior do nddulo voltada para superficie exterior,
algumas células degeneram e exfoliam (Fig. 21c e 2id>. Os
nédulos (Fig. 21b> n3o s3o delimitados por uma protoderme,
mas s3o0 constituidos por células curtas, largas e com alta
relacdo nUcleoscitoplasma (Fig. 21ed que contrastam com as
células mais alongadas e estreitas similares 4s células
procambiais, gque est3io presentes no interior dos ndédulos
(Fig. 21b e 21fD.

Segundo  WILLIAN & MAHESWARAM (1986> as
células tipicamente embriogénicas apresentam uma série de
caracteristicas comuns as células meristemiticas descritas
para os nddulos de macadba. Além disso, esses nddulos
apresentam similaridades com a descricio de nddulos
prdo-embriogénicos feita por GUERRA (1989 em E. edulis,
exceto pela presenca das células procambiais no interior dos
nédulos de macatba. O= nddulos meristematicos se
morfogengticamente competentes ou n3o apresentam-se como
estruturas tipicas observadas em palmeiras <(TISSERAT &
DEMASON, 1980; NWANKWO & KRIKORIAN, 1986; GUERRA, 198B9).

Na sequéncia do processo morfogenégtico as
estruturas globulares referidas na Fig. 14, quando
cultivadas com dupla camada de meio em auséncia de picloram,

evoluiram para formas mais alongadas <(Fig. 18>. A Fig. 22a.
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mostra um corte longitudinal de uma destas estruturas
{isoladas e numa fase posterior de desenvolvimentod.
Observa-se que o nddulo descrito anteriormente, deixa de ser
meristemitico e passa a ser constituido predominantemente
por células de aspecto parenquimitico, entre as quais
ocorrem idioblastos cujo conteddo reage com safranina. Nesta
fase, as células procambiais ja diferenciaram em tecidos
vasculares. A presenca de elementos traqueais podem ser

observados na Fig. 22b.



Fig. 21.

o8B

Cortes transversais mostrando um agregado de

nddulos meristemiticos observados em estruturas

globulares apds 106 dias da inoculacio formadas em

meio de cultura contendo 25 mg/1l de picloram:

ad

b>

c)

d>

ed

b

Aspecto geral do agregado de nédulos meristema-
ticos. Seta mostrando um nédulo.

Detalhe da regizo de unido entre os nddulos
mostrando as células de aspecto parenquimatico.
Detalhe da regiio superior e externa do nddulo
mostrandoe algumas células se soltando.

Detalhe da foto anterior. A seta indica a
presenca de idioblastos.

Detalhe da regi3o entre dois nddulos constituida
de células de aspecto parenguimitico com baixa
relac3do nicleo-citoplasma em contraste com
células dos ndédulos tipicamente meristemiticas
com alta relacio nGcleo-citoplasma.

Detalhe da regi3do interna do ndéduloc mostrando

células procambiais (seta)d.
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Fig.

22.

o7
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fn'#v*f. g

Cortes longitudinais de wuma estrutura alongada.

Aspecto geral mostrando a organizacio das células:

a) Aspecto geral.
b> Detalhe da regi3o de vascularizac3io. Nota-se a

presenca de elementos traqueais (setad.
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Com o desenvolvimento, observou-se que
algumas estruturas alongadas apresentavam emissio de
apéndices morfologicamente similares a raizes. Um destes
apéndices € mostrado em cortes transversais na Fig. 23. Na
regido (fig. 23ad que corresponde ao ponto de uniio do
tecido do nédulo alongado com o apéndice observa-se um
conjunto de células contendo substancias que reagem com
safranina indicande tratar-se de compostos fendlicos. Nas
regides (Fig. 23b e 23c) que passam pelo apéndice,
observa-se uma organizacio histoldgica semelhante a
estrutura anatdmica de raiz com parénquima cortical amplo e
cilindro vascular delimitado por células com espessamentos
parietais e composto por elementos traqueais do xilema
alternados com células floemAaticas. Apéndices similares,
foram observados por NWANKWO & KRIKORIAN (d1986> em E.
gfuineensis e foram referidos como estruturas neomdrficas.

Um outro padr3co morfogendtico discutido no
item 4.3.6., foi verificado durante a formac3o de calos na
regifo do peciolo cotiledonar em meio de cultura contendo 50
mg/l de picloramEsses calos evoluiram para agregados de
estruturas globulares (Fig. 20>, e est3o representados em
corte transversal na Fig. 24. Estes nddulos também
meristemiticos diferem daqueles ji& discutidos por serem mais
individualizados (Fig. 24a>, por apresentarem um gradiente

distinto de tamanhos de células que s3o maiores e de aspecto
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Fig. 23. Cortes transversais de um apéndice morfologicamente

similar 2 raiz, produzido por uma estrutura

alongada:

ad>

b>

c)

Regiio de contato entre o apéndice e a estrutura
alongada. A seta indica um edioblasto.

Vis3o geral do apéndice radicular mostrando a
organizacio semelhante a estrutura anatémica de
uma raiz.

Detalhe do cilindro central.
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Fig. 24. Cortes transversais do agregado de nddulos meriste-
miticos observados em estruturas globulares apdés 70
dias da inoculacio em meioc contendo 50 mg”l de

picloram:

ad Visio geral do nddulo meristemitico mostrando o
gradiente de tamanho das células.
b> Detalhe do ndduloc meristemitico mostrando a

presenca de elementos traqueais do xilema,
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parenquimatico na regilio externa e menores com alta relacio
nucleo/citoplasma na regido interna dos ndédulos, além da
presenca de elementos traqueais ja diferenciados na regiio
central dos nddulos (Fig. 24b).

Essas caracteristicas se assemelham Aiquelas
encontradas por GUERRA (1989> na sequéncia de eventos que
levou a embriogénese somatica em explantes foliares de E.
edulis. A descrigcio de nddulos justapostos feita por esse
pesquisador s3io estruturalmente similares a esses néddulos
meristematicos.

Na sequéncia de desenvolvimento dos tipos
morfogenéticos estudados no presente trabalho verificou-se
que essas estruturas nio progrediram, devido principalmente
a fatores relacionados com oxidac3o que ocorre ja na fase de
estruturas globulares. E, de fato, histologicamente obser-
vou-se gque essas estruturas s3o constituidas de células cu-
jo conteddo reage com safranina indicando a presenca de
compostos fendlicos. Um outro fator importante estaria
relacionado com o aspecto nutricional e hormonal, gque pode
levar ao desenvoivimento de estruturas embridnicas que n3o
estio prontas para o desenvolvimento, resultando na formacio
de estruturas neomérficas (NWANKWO & KRIKORIAN, 1986>.

As caracteristicas morfoldgicas e histoldgi-
cas das estruturas globulares obtidas em meio de cultura
contendo picloram evidenciam a diferenciacdo dos explantes
formando regides de crescimento meristemitico com caracte-

risticas morfolégicas e embriogénicas. Se ou n3c, estas
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embrides somaticos

permanece para ser testado nas futuras pesquisas que dario

continuidade a este trabalho.

Os estudos histoldgicos revelaram a presenca

de potencial morfogenético,

caracteristicas similares as

somiatica de outras palmeiras

NWANKWO &  KRIKORIAN, 1986;

GUERRA, 1989).

evidenciando uma série de
observadas na embriogénese
(TISSERAT & DE MASON, 1980;

SCHWENDIMAN et  alii, 1988;
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos na manipulacio “in
vitro'" de células e tecidos de macatba - Adcrocomia aculeata
{Jaceg.> Loddiges nas condicdes do presente t.rabalho,

permitem as seguintes conclusdes:

- A germinacio e desenvolvimento de plantulas
foram significantemente favorecidas quando © meio MS continha
NO; e NH: correspondente 3 50 e 285% do meio MS. A utilizacio
de embrides =zigdticos oriundos de frutos imaturos como
explante evidencicu que os fatores que causam dorméncia da

macatba surgem com a maturacio do fruto.

- Embrides oriundos de frutos maduros
mostraram-se melhores como fonte de explante para induc3o de

calos do que embrides de frutos imaturos.

- A adicio de 2.4-D em quaisquer das
concentracdes estudadas nio favoreceu a inducio o

desenvolvimento de calos com caracteristicas embriogénicas.
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- Picloram, mostrou-se mais efetivo nas
respostas morfogénicas apresentando-se calos com

caracteristicas embriogénicas.

- O calcio no meio de cultura combinado com
picloram facilitou a manifestacio de potencial embriogénico

em concentracdes correspondente a 25 e 50% do meio MS.

~ As observacdes histoldgicas confirmaram as

caracteristicas embriogénicas induzidas pelo picloram.
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