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1- RESUMO

O dendezeiroHlaeis guineensisl]acq.) € uma planta originaria da Afti€@ género
Elaeistem distribuicdo no continente africano e na An&tiopical, compreendendo
duas espécies taxonomicamente bem definiddstaeis guineensigacq -conhecido
como dendé verdadeiro, etaeis oleifera(H.B.K) Cortés - conhecido como caiaué ou
dendé da Amazonia.

Atualmente, a doenca que vem se tornando maisaeéadv“Amarelecimento fatal” que
tem como principal sintoma um amarelecimento quaperceptivel dos foliolos basais
das folhas mais jovens levando a morte da plantantr® as alternativas de
melhoramento genético, a obtencdo de hibridosespecificos E. guineensisk E.
oleifera), apesar de apresentar producao de 6leo cercdder2nor que o dendezeiro,
podera se tornar a unica forma de viabilizar ay¢éd de 6leo de palma naquelas areas
afetadas por doencas como o amarelecimento fat@mhlb@lho constituiu-se das etapas
de controle da oxidacdo, assepsia, resgate de @mbamigoticos e formacdo de
plantulas.

O presente trabalho teve como objetivo estabelgaoeprotocolo viavel para resgate de
embriBes zigoticos oriundos dos hibridos interei$iges (E.guineensix E.oleiferg.

Os experimentos realizados foram inteiramente tizadas. Para assepsia, as sementes
hibridas de dendé da variedade SJ 165 que foramfeadas com 1% NaClO a 20
minutos obtiveram os melhores resultados. A conaefid de 0,25% de carvao ativado
foi a mais eficiente contra a oxidagéwovitro em sementes hibridas de dendezeiro da
variedade SJ 165. Foi observado também o efeit@tipen x ambiente, pois as
variedades testadas ( CI-2061,Cj-2141,Cj-502 e Rj-4dresponderam de maneira
diferentes aos meios de cultura utilizados, sendareedade CI-2061 que obteve as
melhores respostas em todos os tratamentos readizado sendo também verificado a
influéncia dos reguladores ANA e BAP (0,5 m{g.) na conversdo de embrides
zigéticos em plantulas. A insercéo de 0,17gde NaHPO, se mostrou fundamental no
desenvolvimento de plantulas normais no procestmatzacdo.Foi possivel obter
mudas de denda vitro em apenas quatro meses de subcultivo.
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Palavras-chaveArecaceae, variabilidade genética, amarelecimentialf cultura de
tecidos, regulador de crescimento

ABSTRACT

The Oil palm Elaeis guineensidacq.) it is a plant originated from Africa. Tgenus
Elaeis has distribution in the African continent and g America, comprehend for
two species defined taxonomicalliglaeis guineensidacq - known as oil palm truth,
and theElaeis oleifera(H.B.K) Cortés - known as caiaué or oil palm af hmazoénia.
Currently, there is a disease that is becoming rharenful, the "Yellowish Fatal”, that
it has as main symptom an almost imperceptibleoviedh of the basal of the leaves
youngest taking the death of the plant. Amongst #iternatives of genetic
improvement, the attainment of interespecifics lgIE. guineensix E. oleiferg,
although the present oil production be 20% minat the oil palm, will become the
only form to make possible the oil production ofirpan those areas affected for
diseases as the yellowish fatal. The work was @oieti of stages of oxidation control,
asepsis, rescue of zygotic embryos and plantlets&tions.

The present work had as objective to establishableiprotocol for regeneration of
zygotic embryos derived of the interspecifics hgbrE.guineensix E.oleiferg to be
used in programs of genetic improvement. For asepgbrids seeds of oil palm of SJ
165 variety that were disinfected with 1% of NaOg#tting the best results. The
concentration of charcoal actived of 0,25% was mefcient against oxidation
process. Also was observed the genotype x enviroheftect, being the variability Cl-
2061 that had best responses in all traits realjzgot being observed an influence of
growth regulators ANA e BAP(0,5mg?) at conversation of embryos in plantlets. The
insertion of 0,17 g. de NaHPQ, was fundamental in development of normal plantlets
in acclimatization. It was possible getting plaintsitro in 4 months of subculture.
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Keywords:Areacaceae, genetic variability, yellowish fateédstie culture, growth
regulators.

2- Revisado de literatura

2.1 Historico

O dendezeiroHlaeis guineensigacq) é uma arecaceae, originaria da Africa,
cuja dispersdo ocorreu a partir do século XV aBadé comercio de escravos
(MULLER et al.,1992). Pertence ao géndttaeis com duas espécies de interesse
genético: o caiaué;laeis oleifera(HBK) Cortez, e 0 dendezeir&laeis guineensjs
Jacg. (SURRE & ZILLER, 1969; VIEGAS & MULLER, 20Q0)

O dendezeiro consta dos relatos dos primeiros gaaleges, como parte
integrante da paisagem e da cultura popular dadfdesde o século XV. O 6leo de
palma tem sido utilizado pelo homem desde a éposdatads egipcios. A espécie foi
introduzida no continente americano pelo coméraoedcravos, tendo chegado ao
Brasil no século XVI, na Bahia. (MULLER et al.,1992

De acordo com Hartley (1988), ha relatos de queigeas quantidades de 6leo
de palma foram comercializadas na Inglaterra en8 258590, contudo, os primeiros
registros de importacdo mostram que em 1790, ooRémdo tinha importado menos
do que 130 t de 6leo de palma, em 1810, a impartagdAfrica atingiu 1.000 t. A partir
da revolucao industrial na Europa surgiram novosstide demanda, as quais incluiam
Oleos vegetais para alimentacédo e lubrificacdo dquimas, foi entdo estabelecido o
mercado legitimo do 6leo de palma. Durante a dédade830, de 11.000 a 14.000 t de
6leo de palma foram exportados por ano do Oestfritza e, nas décadas de 1840 e
1850, de 25.000 a 30.000 t/ano. Dai em diante Btiénaeira Guerra Mundial houve um
aumento progressivo, as exportacdes das coloni@niBas atingiram 87.000 t/ano em
1911.

Os primeiros plantios industriais de dendezeiratamd do inicio do século
passado. A Africa contava, em 1939, com apenasOQ4lictares de plantacbes
comerciais, enquanto que, desde 1935, os paisesudeste asiatico (Malasia e
Indonésia) ja eram os primeiros exportadores misid& 6leo de palma. No Brasil, as
primeiras plantacfes industriais de dendezeirodsidnicio da década de 1960, na
Bahia, e logo apds, no Par4, Amazonia.(VEIGA e2@D0)
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Na regidao Norte, a introducdo aconteceu em 195védrdo antigo Instituto
Agrondémico do Norte - IAN (atualmente Embrapa Anm@adOriental) que importou
algumas linhagens do Instituto de Recherches pesr Huilles et Oleagineux
(IRHO/Franca), para avaliar o desempenho dessarauias condi¢cdes edafoclimaticas
da Amazonia Brasileira. (PANDOLFO, 1981).

A exploragéo industrial do dendezeiro no pais auiese na Bahia, na década de
1960, visando atender a demanda de 6leo para ussinamento de laminas de aco do
parque siderdrgico nacional e, posteriormente, redipase para o Estado do Para
(HOMMA & FURLAN JUNIOR, 2001). O cultivo em escatimmercial iniciou-se em
1967, no Estado do Para, com a implantacao de B&f@ares a partir de um acordo de
cooperacgao entre a Superintendéncia do Plano dgix&tdo EconOmica da Amazobnia
(SPVEA) e o IRHO da Francga, instituicio com comnm&b conhecimento em
dendeicultura e disposicdo de material genéticchonatlo (SANTOS et al., 1998).
Todos os projetos com a cultura do dendezeiro tinparticipagdo ativa de 6rgaos
governamentais até meados da década de 1970, gaandmativa privada entrou na
exploracdo econdmica do dendezeiro e incorporouommédinamica a atividade
(SANTOS et al., 1998). No inicio da década de 1888tiam no pais 11.000 hectares
de dendezais plantados, atualmente sdo mais dé06hdttares, 80 % no Estado do
Para.

A expansdo mundial da cultura do dendezeiro foiaai@opor importante esforco
de pesquisa agronémica, com um grande progresse sadumento da produtividade.
O aumento da produtividade do dendezeiro foi de&/8&htre 1951 e 1991, tomando
por base as producdes obtidas nas primeiras pl@#ateitas com variedades do tipo
Dura. Esse aumento de producéo decorre da melic@neia no uso de fertilizantes e
do espetacular progresso no potencial genéticaselmentes utilizadas. (SUFRAMA,
2003).

2.2 Ecofisiologia do dendezeiro

O dendezeiro é uma cultura que se desenvolve reito em clima quente e
amido, por isso a disponibilidade de agua € umptoxipais fatores para o sucesso
dessa cultura.Nas regides que nao apresentam ctagdares e suficientes,ha reducao
do rendimento em 6leo. Segundo Hartley (1988)paslicbes climaticas 6timas para o

desenvolvimento do dendezeiro séo encontradasnaaiatertropical, quais sejam:
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a) Chuva: acima de 2.000 mm/ano, ideal ao redo2.860 mm/ano, com
distribuicdo uniforme durante o ano;

b) Temperatura: média entre 24 e 28°C, maxima 33C e minima nao inferior
a 18°C;

¢) Luminosidade: acima de 1.800 horas/ano degadiaolar.

A agua tem uma importancia vital no desenvolvirnatd dendezeiro. Segundo
Surre (1968), e Dufour et al (1988) o déficit hidrpode alterar a taxa de emissao das
inflorescéncias femininas e, consequentementendima producdo de cachos, além de
aumentar o fendmeno do abortamento das inflores=enc

O cultivo em solos naturalmente pobres é propicaavés de uma adubacéo
quimica equilibrada SUFRAMA (2003). O dendezeirmit@m é tolerante a acidez do
solo e toxidez de aluminio, que séo problemas ceream80% dos solos da Amazdnia
(PANDOLFO, 1981). Entretanto, solos com diferermeservas naturais em elementos
minerais terdo diferentes custos de producdo envordecia de variacdes na
produtividade e na quantidade de fertilizantesdpwerdo ser aplicados.

Segundo Rodrigues (1993), na Amazobnia, o dendezeim sendo cultivado
principalmente nos Latossolos e Argissolos, caraetdos como solos &cidos, com
baixo nivel de bases e deficientes em fosforo. dlhas conduzidos em Belém, no
Estado do Parad (PACHECO et al, 1987), demonstrgrao fosforo é o elemento mais

limitante para o desenvolvimento e a producao calezeiro.
2.3 Importancia ecoldgica

De acordo com o INPE (2004), dos cinco milhdeskd€ da Amazonia
brasileira, cerca de quatro milhdes de*kpopssuem fisionomia de florestas. O
desflorestamento da Amazo6nia em 2000 alcancoudeai©0.000 ki cuja taxa média
de crescimento anual situa-se em torno de 18.050) feniodo de 1977 a 2003. No
Estado do Para, neste periodo, a taxa média aauatiemento foi na ordem de 5.763
km?.

A ocupacao dessas areas deve ser preferencialownteulturas perenes, como
a seringueira Hevea brasiliensis HBK), bacurizeiro Platonia insignis Mart.),
coqueiro Cocos nuciferal.) e dendezeiroHlaeis guineensjsJacq.) devido terem

caracteristicas semelhantes as arvores de florésipgais, além de permitirem
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atividades economicamente lucrativas por muitoss amcecologicamente aceitaveis
(VIEGAS & MULLER, 2000)..

Segundo Muller et al (1992) o dendezeiro gera redumpacto ambiental
quando plenamente estabelecido, protege o soloacenbsdo e expressivo nivel de
“sequestro de carbono”, bem como a possibilidadexgéracéo a longo prazo, 20 a 25
anos, e ao alto potencial de producéo de 6leog(@n00 a 6.600 litros por ha/ano),
tornando-se passivel de ser utilizado nessas aesgmcialmente nas estruturas
familiares dos colonos dos projetos de assentaneethds seringueiros.Segundo o INPE
(2004) a maior contribuicdo para a emissdo de oarlpara a atmosfera provém da
gueima de combustiveis fosseis (petréleo e carvBeral) nos grandes centros urbanos
dos paises desenvolvidos. Nos paises em desenealdimas emissdes de carbono
decorrem, também, da queima da biomassa provendanteegetacdo primaria ou
secundaria (VEIGA et al. 2000). As propostas pasmpensar as emissdes desse
elemento, pela fixagdo ou sequestro de quantiddelesrbono equivalentes, tem sido,
principalmente, pelo plantio de florestas.

Segundo Viégas & Muller, (2000) o dendezeiro é yl@mta que possui alta
capacidade fotossintética, producdo de massa stmlada ordem de 50 toneladas
métricas por hectare/ano (parte aérea = 30 t eg&20 t). A producdo de massa seca
da parte aérea do dendezeiro, com excec¢do de gilastale eucalipto fertilizado, &
superior aquela das florestas tropicais e tempsr@aFRENE & SAUGIER, 1993).

2.4 Morfologia do dendezeiro

O dendezeiro é uma planta monocotiledénea cujodtqawi € 2n = 32,
pertencente a familia das palmeiras, Arecacederiamente denominada Arecaceae.
As arecéceas pertencem a Ordem Arecales.

O género Elaeis tem sua origem em palmeiras intidds na Martinica, e o
dendezeiro recebeu seu nome botéanico de Jacque3)(1Hlaeis € derivado da palavra
grega elaion, que significa 0leo, enquanto o nospedfico guineensis demonstra que
Jacquin atribuia sua origem a Costa da Guiné. (BAKRIS, 1986)

Atualmente, trés espécies sdo aceitas nesse g&hegaineensis, E. oleifera
E. odorg sendo &laeis guineensisgnais comum para producdo econémica de dleo,
enquanto o caiaudlaeis oleifera), apesar de ndo ser um bom produtor quantitalivo

Oleo, apresenta caracteristicas desejaveis pataapnas de melhoramento genético,
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como resisténcia ambiental, menor taxa de crestamem relacdo ao dendezeiro

africano, 6leo da polpa com elevado teor de acidaas insaturados e consequente,
reducdo da gordura, que podem ser transferidashffanidos interespecificos oriundos

do cruzamento entre as duas espécies (VALOIS,1B®oy. ultimo, &E. odoraque nao

é cultivada e pouco se sabe sobre a mesma.

Elaeis guineensi€m idade adulta apresenta uma coroa com 30 a #&sfol
verdes de 5 a 9 m de comprimento, encimando umeesitindrico tnico. E uma planta
monoica com ciclos sucessivos de inflorescénciascatiaas e femininas, o que faz
com que o modo de reproducéo seja atraves de zagm cruzada (VALOIS, 1997).
Algumas vezes, inflorescéncias hermafroditas e candrficas desenvolvem-se,
principalmente em plantas jovens e na mudanca cdescsexuais. A producdo é
constituida de cachos de frutos tipo drupa, dagodips quais se extrai um 6leo de
coloracdo ‘alaranjada’ comestivel, semi-sélido, gorante denominado “Oleo de
palma”. Da améndoa extrai-se um 0Oleo de cor ‘arnadara’, igualmente comestivel,
denominado “6leo de palmiste” (RODRIGUES et al. 200

O numero de flores femininas no caiaué € ligeirdmsuperior ao encontrado
no dendezeiro; mas, ndo tem sido constatada a g@onde cachos grandes como o
esperado (BARCELOS, 2001).

Em geral, para as trés espécies dentro do gétlems o fruto € em drupa

monosperma, oval, do tamanho de uma noz (Figura 1).

-

- —

r

Endocarpo .@-Mesn carpo
/|

Exocarpo

Figura 1- Corte longitudinal do fruto do dendezeiro

O dendezeiro faz parte da familecaceag integrando umas das principais
familias da classe liliopsida. Sua classificac&onémica € a seguinte:

Reino :Plantae
Filo  :Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordem :Arecales
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Familia :Arecaceae
Género Elaeis
Espécie Elaeis guineensidacq

Ha também uma classificacdo que diz respeito @ssespa do endocarpo,
distinguindo-se os seguintes tipos:

a) Dura: seus frutos apresentam endocarpo cons®sgpede 2 a 8mm, as vezes
menos, 35 a 65% de mesocarpo/fruto e ndo apreseeltae fibora quando se observa o
fruto apds um corte transversal (Figued. 2

b) Tenera: seus frutos apresentam endocarpo goessga de 0,5a 2 mm, 55 a
96% de mesocarpo/fruto e anel de fibras presenteasocarpo(Figural.

c) Pisifera: seus frutos ndo apresentam endocarps flores femininas na

maioria das vezes sao estéreis (Figaja 2

a

Figura 2. Tipos de frutos de dendezeiro em fungéespessura do endocarpo. a) —
Fruto do tipo dura. b) — Frutos do tipo tenera= €yutos do tipo psifera.

2.5 Propagacao

O dendezeiro é propagado apenas por sementes) seiedos métodos de
propagacdo vegetativa ainda sdo desconhecidos. Mgeando se utilizam hibridos
selecionados, as plantas apresentam uma alta a@riagpnstituindo-se um dos
principais fatores da baixa produtividade da maiatas plantacdes comerciais. A
clonagem de individuos com alto potencial de pradupode contribuir para que
produtividades da ordem de 6 a 8 toneladas de dée@lendé/ha/ano possam ser
alcancadas.(VIEGAS & MULLER,2000)
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2.6 Doencas

O dendezeiro é cultivado na zona equatorial doatrgucontinentes, que
apresentou somente a partir da década de 1940re€mua de doencas mais sérias,
enquanto que na Amazonia s6 a partir da década&te que séornaram ameacadoras
para expansédo da dendeiculttura na regido (MULEE& 1992).

Como todo cultivo desenvolvido na regido tropicahida, o dendezeiro
apresenta problemas de doencas, algumas das oua@désnpvir a constituir fator
limitante a expansdo da dendeicultura, tanto nosiBguanto em outros paises
produtores de Oleo. Segundo Duarte (1999), no estkd Para, as doencas mais
importantes nos dendezais sdo o amarelecimenio(A&ty o anel vermelho (AV) e a
fusariose ou secamento letal (SL).

Amarelecimento Fatal (AF) - A doenca amarelecimento fatal (AF) do
dendezeiro é extremamente prejudicial para a ecendos paises latino-americanos
que cultivam essa oleaginosa, em particular paBaasil, aonde vem causando perdas
vultosas a partir de 1984. No Brasil, a doencarecopela primeira vez em 1974, no
plantio situado no municipio de Benevides, Parigjado em 1968. Contudo a sua
incidéncia era esporadica e foi registrada commgmealesconhecida. O numero de
plantas afetadas pelo amarelecimento fatal aumers@nos subsequentes até que em
1984 atingiu proporgdes alarmantes, exigindo medi#tacontrole mais enérgicas para
debelar a doenca.(VIEGAS & MULLER ,2000)

Atualmente, esta doenga também denominada “padrit# flecha” e “guia
podre”, que tem como principal sintoma um amarsieaito quase imperceptivel dos
foliolos basais das folhas mais jovens. Com a €@&oluo amarelecimento fica bem
perceptivel nas cinco primeiras folhas, surgemasas nos foliolos, da extremidade
para base, até causar a seca completa da folbialimente, a doencga s6 se manifestava
em plantas com mais de quatro anos, mas atualnpaieas com dois anos de idade ja
mostram sintomas (Figura 3). Quando a planta aptesstado avancado da doenca, 0s
cachos mais jovens, bem como as inflorescénciastaab e secam (HARTLEY,1988;
SILVA et all.,1996).

Andlises epidemiologica temporal e espacial deoslazbletados durante dez
anos na area de ocorréncia dessa doenca demamsitr@oaexistir nenhuma semelhanca

com os padrbes produzidos por doencas de natutiétiaap citadas na literatura
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(BERGAMIN FILHO et al.,1998; LARANJEIRA et al .,189, e admitindo-se que seja
de natureza abidtica, especula-se que a causarjriggga de natureza fisioldgica ou
gue essa doenca se manifesta apds a planta sofierptedisposicdo de natureza
fisiolégica (VIEGAS & MULLER,2000).

b | P "‘“"'a'_'-f

Foto retirada do livrdoencgas de plantas no tropico umido BrasileirdEmbrapa Amazdnia Oriental, 269p. 1999.
Maria de Lourdes Duarte.

Figura 3- Sintomas do amarelecimento fatal ( AF)

Anel vermelho (AV) - A doenca conhecida popularmente como anel véonel
(AV) do dendezeiro e do coqueiro é muito prejudigiara o desenvolvimento do
cultivo dessas palmeiras, tanto no Brasil como atroe paises, devido causar a morte
das plantas e o exterminio de grandes areas dioplan

Na planta afetada surgem tufos de folhas cerdemiselhantes a um cartucho, ha
reducdo do tamanho das folhas, necrose dos fglidilmsnuicdo do niamero de flechas
deixando um vazio no centro da coroa da palmeir@RMN et al, 1986). Quando a
palmeira afetada € derrubada, geralmente sdo @loseyviarvas do coleodpter®.
palmarumem diferentes estadios de desenvolvimento, noidntda planta. O parasita
penetra nas plantas através das raizes, das baselkmes e do estipe apresentando
sintomas diferenciados de acordo com a via de ¢afiecNo estadio inicial, quando as
plantas apresentam apenas encurtamento de fodigsre foliolos secando na base das
folhas centrais, é possivel observar nematéidesenidos tenros da base das flechas e

peciolos de folhas jovens como mostra a FigukaeB.
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Foto retirada do livrdoencgas de plantas no tropico umido Brasileircembrapa Amazénia Oriental, 269p. 1999.
Maria de Lourdes Duarte

Figura 4. A) Sintoma interno do A.V  B) Sintomgerno do A.V

Fusariose ou secamento letal (SL) A fusariose ou secamento letal é uma
doenca que causa perdas significativas nas plagai® dendezeiros em varios paises
da Africa, dentre os quais: Costa do Marfim, G&@wenin, Camarbes, Congo e Zaire, na
Asia e na América Latina. A expressdo dos sintom@ssecamento letal varia,
dependendo de diversos fatores, dentre os quigiada da planta, o estadio da infec¢éo
e o grau de susceptibilidade do material, alématteds ambientais.

Diferentes categorias de sintomas podem ser fammaas. Em plantulas de pré-
viveiro, inoculadas com suspenséao de conidios dgdua infeccdo pelas raizes mostra
um escurecimento dos vasos no sentido ascendeqie) atinge o pseudobulbo e exibe
uma zona parda-escura que se desenvolve da base ppice e provoca deformacdes
nas folhas, tais como: encurtamento, clorose au@@des no limbo das folhas mais
velhas (Figura 5). Esses sintomas podem ser \ssimgidamente, trés meses apos a

inoculacéo de plantulas de pré-viveiro com umauwasdolhas.

Foto retirada do livrdoencgas de plantas no tropico imido BrasileirdEmbrapa Amazonia Oriental, 269p. 1999.
Maria de Lourdes Duarte

Figura 5- Sintomas da fusariose
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2.7 Importancia socioecondmica

O primeiro choque do petroleo, em 1973, marcou odarera do combustivel
abundante e barato. Os embargos impostos pelogsamis Estados Unidos e as
reducbes da producdo e da exportacdo fizeram ceroqueco do barril de petroleo
passasse de US$ 3 para US$ 12, entre outubro @eel®dzembro de 1974. Com isso,
0s paises exportadores definiram uma nova eragaeato do mundo: a do petroleo
caro e escasso. A partir dai, novas alternativaod#ustiveis estdo sendo testadas em
todo o mundo, dentre as quais, o Biodiesel.

Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo (ANP) paionda Portaria no.
255/2003 define-se biodiesel como sendo um comilisttomposto de mono-
alquilésteres de acidos graxos de cadeia longavades de Oleos vegetais ou de
gorduras animais, ndo contendo componentes desvdel@etréleo, mas podendo ser
utilizado puro ou misturado em qualquer proporgdm o diesel mineral para criar uma
mistura diesel/biodiesel. Por ser perfeitamente civeés e fisico-quimicamente
semelhante ao petrodiesel, essa mistura pode ada m®s motores ciclo diesel (com
ignicdo por compressdo) sem a necessidade de oamdib ou onerosas adaptacoes.
Biodiesel é facil de usar, biodegradavel, ndao thxécprincipalmente livre de enxofre e
dos compostos aromaticos. Em um quadro comparetinforme ilustra a tabela 1, fica
bastante clara a vantagem do uso do dendé na pdie; 6leo se comparadas com
outras oleaginosas encontradas do Brasil.

O “Programa Nacional de Producdo e Uso de Biolliesta sendo implantado
visando diminuir nossa dependéncia de petrolea apo o pais importa 18% dos 39,1
bilhdes de litros de 6leo diesel que consome a ustocde US$ 1,22 bilhdo - e
contribuir para a diminuicdo da emissao de gase®fdeo estufa (GEE) para a
atmosfera. Além dos objetivos econdmicos e ambEntaprograma tem ainda forte
apelo social, pois devera introduzir nas cadeiadyiivas das oleaginosas, milhares de
familias de agricultores rurais, especialmentereg®es norte e nordeste. Emerge uma
nova modalidade da agricultura, a agroenergia.

Em 2002, conforme o0 seminario internacional doaggdcio do dendé ocorrido
em Belém, o governo federal criou o “Programa Beasi de Biocombustiveis — Rede
Nacional de Biodiesel”, sob a coordenacédo do Menistda Ciéncia e Tecnologia, onde

se insere o Programa Probioamazon dendé. Para abAradoi priorizada a cultura do
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dendezeiro como fonte geradora de matéria-prima @aesenvolvimento do Programa
Biodiesel, em razdo dos inUmeros aspectos bendiioesa dendeicultura promove. A

implantagdo do Probioamazon permitird potencializarproducdo de biomassa

energética e, ao mesmo tempo, implantar um amplgrama de geracao de emprego e
renda para melhorar a qualidade de vida da populagé vive nesta regiao.

Segundo a Federagcdo de Trabalhadores na AgricultuiRara (Fetagri, 2006)
ha previsdo de cem mil empregos para trabalhadaoras da agricultura familiar no
prazo de dois anos. Essa a previsdo da geracamputegos esta baseada na producao
do biodiesel no Para, tendo em vista as areas ditpa no Estado, porque o dendé
pode ser cultivado nesse tipo de terreno. No Bresisiderando-se apenas o Estado do
Para, que concentra aproximadamente 85 % da procha@onal de 6leo de palma,
verifica-se que a expansdo da dendeicultura estalla principalmente em médias e
grandes empresa®. dendezeiro representa a principal matriz enea@gtara producao
de 6leo vegetal além de possuir maior producagoatutor familiar (Tabela 1).

Tabela 1 Quadro comparativo de produtividade ecggerale emprego de algumas
oleaginosas com potencial para producgéo de biddikdaeptado de Holanda, 2004).

Produtividade Demanda de area  Area por Producéao por
Cultura (toneladas de (ha) para produzir produtor produtor familiar

Oleo/ha/ano) 1.000 t de 6leo  familiar (ha) (toneladas/ano)
Mamona 0,7 1.429 4 2,8
Soja 0,5 2.000 20 10,0
Amendoim 0,7 1.429 16 11,2
Babacu 0,12 8.333 5 0,6
Dendé 5 200 5 25,0

O fruto do dendé produz dois tipos de 6leo, gsejam:

1) 6leo de dendé ou palm oil que é extraido dpgpabado principalmente na
industria alimenticia de fabricagdo de margarifés;oitos, achocolatados, massa de
sorvete e etc. (Figura 6.A);

2) Oleo de palmiste ou kernel Oil extraido da ao@n sendo utilizado
principalmente na industria oleoquimica de produd@osabonete e substitutos da

manteiga de cacau (Figura 6.B).
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| CRUDE PALM OIL

Foto retirada do site da Agropalnravw.google.com.bracessado no dia 03 de marco de 2006

Figura 6 — Oleos de dendé: A - oil palm extraidgpdia e B - kernel oil extraido da
améndoa.

2.8 Cultura de tecidos

Os primeiros passos para o desenvolvimento darauliel tecidos ocorreram no
inicio do século XX, sendo que os maiores avangoani observados a partir da
segunda metade do século (CAVALCANTE, 2001). A waltde tecidos vegetais
compreende um conjunto de técnicas em que um dgpf{aélula, tecido ou 6rgdo) é
isolado e cultivado sob condi¢cbes de assepsia emeimnutritivo (PASQUAL, 2001).

Lemos (2003) cita dentre outras vantagens dadg&ate cultura de tecidos, a
micropropagacdo em massa, multiplicacdo rapida efetgpos superiores, limpeza
clonal, cultura de antera, conservacao e interaardei germoplasma, producdo de
sementes artificiais e clonagem de genes.

O principio basico da cultura de tecidos é a tiépcialidade das células, ou
seja, quaisquer células no organismo vegetal cotadma informagdo necesséria para
regeneracao de uma planta completa. Atualmentdfra de tecidos € um instrumento
valioso na exploracdo e entendimentos de novascéécmpara o melhoramento de
muitas culturas, principalmente daquelas cujos|pmés ndo podem ser solucionados
via melhoramento convencional, por si s6 (LEMOS3)08egundo Kerbauy (1999), os
estudosin vitro de plantas tém sido facilitados pelo fato das tpEmossuirem um
sistema de desenvolvimento aberto (ou dendriticn)seja, os 6rgaos sédo formados
continuamente durante toda vida por meio da atl@ddos meristemas apicais, apesar
de certos orgdos como folhas, flores e frutos, sgmt@arem um padrdo de
desenvolvimento fechado.
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Segundo Pasqual (2001) em muitas espécies, ammaist tradicionais de
manutenc¢do e intercambio de germoplasma vem serdtitsido pela conservacéo de
materialin vitro, principalmente para propagacao vegetativa de Espgaoe apresentam
sementes recalcitrantes. Ademais, existe a vantdgegwnitar a transmissao de doencas,
principalmente viroses, podendoanter grande quantidade de material reprodutivo
ocupando pouco espago, tornando 0 processo degagizamais pratico e econdémico.

O germoplasma representa o conjunto de matersaedharios de uma espécie.
Segundo Towill (2000) este conceito pode ser testo conjunto de genotipos
disponiveis para melhoramento de uma espécie addivA diversidade genética
contida em um banco de germoplasma deve ser pilatelg eventuais perdas para
garantir a sua utilizagéo, que tem sido coletadacentros de origem das culturas, isto
€, nos locais onde se deram inicio os cultivos elagespécie, ou nas regides onde se
desenvolveram racas locais, para as quais houvagéigda cultura. A conservacao de
recursos genéticos implica ha manutengcdo de caegd®tu, ou seja, nos seus locais
de ocorréncia, owex situ Nesse caso, podem ser mantidos individuos, sement
embrides ou outras estruturas vegetais, sob ditssenondicbes, dependendo do
material utilizado no campo ou em casas de vegetagd camaras secas sob baixa
temperatura, em meio de cultura com baixa conagidraalina (conservagao in vitro).

A cultura de tecidos também auxilia no combatebaseiras impostas ao
processo de hibridacéo interespecifica relacionadas a diferenca no numero, na
homologia e morfologia dos cromossomos e grau deelbanca genética, além da
anatomia do sistema reprodutivo. Mesmo que a ifEtifio nos cruzamentos seja
possivel, frequentemente ocorrem limitacdes devatasaborto ou desenvolvimento
anormal do embrido. Em alguns casos, o cuitiveitro de embrides tem solucionado
as dificuldades de obtencdo de hibridos intereBpesj consistindo na remocao dos
embrides antes do abortamento e seu cultivo em mugidivo ( BUENO et al., 2001).

As técnicas de cultura de células e tecidos pemrmi regeneracdo de plantas
tanto através de formacdo de gemas caulinaresn@ygaese) quanto de embrides
somaticos (embriogénese). A organogénesevitro envolve uma variedade de
sequéncias complexas de desenvolvimento, podendalassificada de dois tipos;
adventicia e n&o adventicia, sendo que a diferenggue no primeiro caso a
organogénese ocorre na auséncia de reguladoresstamento no meio de cultura, sem
a formacéao de calo, enquanto a adventicia € cawxta pela dependéncia da presenca
de reguladores e de formacdo de calos (CHRISTIANSOWARNICK, 1998). A
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embriogénese somatiaa vitro pode ocorrer de duas maneiras; direta, na quahaao
formacdo de calos e os embribes soméaticos origsendiretamente de tecidos
matrizes; e de forma indireta quando h& formac&ogiramente de um calo e a partir
dai surgem os embrides somaticos.

Por ndo apresentarem o fenbmeno da propagacatatregiede modo natural, o
interesse em cultura de tecidos como meio paraupé@dem massa de clones com alta
producdo ou resisténcia a doencas teve inicio naddéde 1960. Na década seguinte,
uma serie de metodologias vitro foi desenvolvida sendo que na década de 1980
intensificaram-se os estudos de técnicas de migpagracao e estudos morfogenéticos.
Estes estudos em palmeiras tém sido realizadose quas exclusivamente coi.
nucifera, E. guineensisP. dactylifera(BLACKPOOL et al.,1986)

Segundo Tisserat (1989), a cultura de tecidosa@meiras pode ser dividida em
trés categorias distintas: 1) propagacao clonalC@ltura de embrides; 3) estudos

fisiologicos do crescimento e desenvolvimento.

Segundo Cutter Junior & Wilson (1954), os primgiestudosn vitro com
palmeiras foram a partir de tecidos meristematiSocos nucifera Lque permitiram
avancos significativos na micropropagacao de pahmet tem mostrado o potencial
desta técnica.

A clonagem in vitro representa a alternativa mfaigoravel a propagacédo
vegetativa de pupunha, dendezeiro, tamareira eegoqlEntretanto, o dendezeiro tem
se mostrado mais factivel sob o ponto de vista @o@o (ALMEIDA, 1994). Os
principais problemas relacionados a cultura dedtecte palmeiras estdo associados a
obtencdo de explantes adequados, ao estabelecimentalturas vidveis e a rapida
oxidacdo dos tecidos injuriados (TISSERAT,1989)gudelo Stein (1988) devido as
palmeiras serem plantas recalcitrantes a microges@o, a adicdo de reguladores de
crescimento ao meio de cultura € fundamental acéide regeneracdo de gemas
adventicias e embrides somaticos, sendo observagalneiras de um modo geral.

Os primeiros estudos foram conduzidos por Rabdicbiaul1967, com o objetivo
de superar a dorméncia em sementekldeis guineesidacqg. Os primeiros resultados
estudos foram a formacéo de embridides em Ela@ieguosis Jacq, sem a diferenciacao
de folhas.Houve a producdo de embridides dffaeis guineesislacq a partir de

embrides imaturos e sua posterior diferenciacéicukeat em meios com Zeatina.
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2.9 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica € definida como o procdesdesenvolvimento de
embrides a partir de células somaticas, ou sejalaséque ndo sao produto da fuséo
gameética (DODDS & ROBERTS, 1985). Segundo Ammii@@83), a embriogénese
somatica também pode ser entendida como um pro@sHogo a embriogénese
zig6tica em que, uma unica célula ou um grupo tdassomaticas sdo precursoras de
embrides somaticos. Este sistema é utilizado pawpagacdo em massa de plantas
elites, apresentando grande potencial, pois plitsiblevadas taxas de multiplicacao
(GUPTA et al. 1993).

Entretanto, os mecanismos relacionados a embrisgésematica ndo estao
totalmente compreendidos, como por exemplo, se iarnparte ou apenas algumas
células do explante apresenta capacidade embregayénjue fatores como o genotipo
da planta matriz, condi¢des de cultivo e o0 meicuwtira podem afetar a embriogénese
somatican vitro. Segundo Dublin (1991), na embriogénese somatsiagmento dos
primeiros embrides, a taxa de embriogénese e o noldee embrides produzidos séo
dependentes do gendtipo da planta doadora.

Embrides somaticos podem ser obtidos segundo dwasirbes de
desenvolvimento: a embriogénese somatica indinetgual o calo € mantido formado e
proliferado antes do desenvolvimento dos embriées direta, em que os embrides se
originam diretamente sobre a superficie do expleete passar pela fase de proliferacédo
de calo (SHARP et al., 1980; MORDHORST et al., 2997

No caso da embriogénese indireta, o tecido culivdesenvolve aglomerados
de células que se dividem sucessivamente (calopaftdo meristemdéides ou nodulos
vasculares que podem originar brotos, primordiosaile ou embridides (DODDS &
ROBERTS, 1985). A expressdao destes dois padroesicgabicos parece estar
relacionada com eventos determinativos na citagliil@acao durante o ciclo mitotico.
Segundo Yeomon (1970) observou, o destino de detedas ceélulas filhas, apds a
mitose, define-se em um ciclo mitdtico anterioriferénciacdo, ou seja, células que
passaram por um processo embriogénico sdo derivddasima divisdo celular
determinativa antecedente. De acordo com Sharp l.et(1880), estas células
determinadas podem sofrer uma pausa poOs-mitéti€agae as condi¢cdes sejam
favoraveis para o inicio da sequéncia de desemmelio caracteristico da

embriogénese somatica.
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Para determinar se o0 processo de desenvolvimentorganogénico ou
embriogénico, sao utilizados, com frequéncia, eabaihos desta natureza, estudos
histol6gicos dos calos e estruturas regeneradad GPA et al.,, 1996a, 1996b;
MATSUMOTO et al., 1996).

2.11 Embriogenese zigdtica

A cultura de embribes, além deossibilitar a recuperacdo de hibridos de
cruzamentos incompativeis, pode ser usada paradimsicropropagacéo, superacao de
dorméncia e esterilidade de sementes (HU & FERREIE¥98). Também permite
estudos detalhados sobre nutricdo e fisiologiardbri@o. As exigéncias nutricionais
para 0 crescimentn vitro variam com a espécie, e mesmo explantes excisalos d
diferentes partes de uma planta podem requerersnadgccultura distintos para o seu
crescimento (PASQUAL, 2001). Assim, tém-se buscammds meios nutritivos que se
aproximem da composicdo do endosperma ou saco amabio e possibilitem o
desenvolvimento dos embrides, independentementéaska em que se encontram
(ANDREOLLI, 1986).

Cruzamentos interespecificos como é o caso dadbilmbtido pelo cruzamento
daE.guineensix E.Oleiferapodem ser usados para transferir genes desegvegsas
plantas, entretanto segundo Gomathinayagam €t389) em tais cruzamentos podem
ocorrer barreiras tanto pré como poés- zigéticasyltendo em sementes com embrides
abortivos. A hibridizacdo entre espécies é fremahte limitada por falhas no
desenvolvimento do endosperma, culminando com endegcado de embribes antes que
atinjam a maturidade. Esses podem ser resgatadosese removidos antes que ocorra
0 aborto e cultivados artificialmente em meio rivoi (ASANO & IMAGAWA, 1999).

Euwens et al. (2002) trabalhando com cultura dbriéms zigbticos conseguiu
obter germinacam vitro em dendezeiro em meio MS completo com adi¢cao chracse
a 30g. [* suplementado com acido naftaleno acético a 0,Lmg kinetina a 0,05mg.
L%, Thavarungkul & Kanchanapoom (2002) também corisemuobter germinacain
vitro sé que usando meio ¥ MS suplementado com 0,17jlaH,PO, além de
100mg.L* de caseina hidrolisada e sacarose a 45 g. L

As exigéncias nutricionais para o crescimentoiiro wariam com a espeécie, e
mesmo explantes excisados de diferentes partesd@lanta podem requerer meios de

cultura distintos para o seu crescimento (PASQU2001). Assim, tém-se buscado
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Nnovos meios nutritivos que se aproximem da composdo endosperma ou saco
embrionério e possibilitem o desenvolvimento dosmides, independentemente da
fase em que se encontram.
Segundo Tisserat (1989), o meio mais utilizadeultvo de palmeiras vitro €

o0 MS ou entdo o modificado. Para se analisar doef#ds reguladores vegetais no
crescimento e desenvolvimento do embrido de demdéadicionado ao meio
citocininas, representadas pelo benzilaminopUui#P), e auxinas, representadas pelo
acido naftaleno acético (ANA). A maioria dos evenfwioldgicos que ocorrem na
planta se da através dos mecanismos de contrabakamge auxina e citocinina
(Tisserat, 1989). Além desses fatores, a auxina @toginina Sdo necessarias a
viabilidade dos vegetais. Uma forma bem simplesal@analisar a importancia desses
dois reguladores € que néo se tem registro até,eqi& nenhum vegetal mutante que
tenha perdido a capacidade de sintetizar algurteslBermonios conseguiu sobreviver

por muito tempo.

2.12) Oxidacao

Segundo Hu & Ferreira (1998) o escurecimento aptaates €, em geral, uma
dificuldade nos estudos de cultuma vitro em palmeiras. A oxidacdo fendlica é
altamente dependente do genotipo. Alguns génerqdaidas sdo mais suscetiveis a
oxidacdo fendlica que outros. A oxidacao fenoliepahde igualmente do tipo de
explante utilizado. Explantes jovens em geral axidmenos que os velhos. Da mesma
forma, explantes juvenis apresentam menos probldmagidacao que os adultos.

A época do ano é um outro fator importante queiénitia o teor de polifendis e
consequentemente, a oxidagaovitro. Regra geral, naqueles periodos do ano mais
favoraveis ao crescimento, a concentracdo de pélgenos tecidos € menor e,
consequentemente, menor a oxidacao fendlica ddarggpin vitro. (ZIV & HALEVY,
1983)

A oxidacdo fendlica se da por meio de uma enzimamelda de polifenol
oxidase. Esta enzima contém ions cobre para siegad e esta presente nos plastideos.
A oxidacdo dos polifendis leva a producdo de sunb&é amareladas de composi¢édo
complexa, do tipo quinonas. Estas substéncias poseniigar a proteinas das
membranas ou enzimas, acarretando toxidez e mextéldla.A oxidacéo fendlica pode

ser minimizada por meio dos seguintes procedimentos
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a) Reducédo dos danos mecanicos e quimicos ao expdarDurante a excisao e
esterilizagdo, deve-se tomar os devidos cuidadas quee os danos fisicos e quimicos
ao explante sejam minimizados. Em alguns casospale cloreto de mercurio resulta
num menor dano e oxidacao do tecido (ZIV & HALEVI®983).

b) Remocéao de substancias fendlicasA remocéo dos polifenodis oxidados ou
ndo imediatamente apds a desinfestacdo contrilvai neducdo da oxidagdo em fases
posteriores de cultivo. A lavagem do explante pa 2 horas pode contribuir para
reduzir a exudacdo e oxidacdo posterior durantaltova (LANE, 1978). Uma outra
medida bastante eficaz na remocao dos fendis cxsdadnsiste na transferéncia do
explante para meios frescos a cada 1 a 4 semarattide. Para aqueles casos em que
se observa intenso escurecimento em volta do eepldmecessaria a transferéncia para
meios frescos ou mesmo a mudanca de lugar do éepd@mtro do mesmo frasco de
cultura.

c) Corte do tecido- Associado a mudanca do meio, € recomendavelrema
base ou qualquer por¢éo do explante que apresdatsa oxidacao.

d) Uso de meio liguido- Os danos da oxidacéo fendlica podem ser reduzidos
pelo cultivo em meio liquido, no qual os produt@saxidacao fendlica se difundem.
Mesmo assim, a renovacao frequente do meio conpdra reduzir o escurecimento do
meio em cultivos subsequentes. Este procediment® der feito repetidamente
enguanto houver escurecimento do meio.

e) Agente gelificante -O agar parece contribuir para uma maior oxidag#o d
explantes e esta oxidacdo estd associada ao rdvabar utilizado. A reducdo da
concentracdo de agar de 0,8 para 0,4% pode resultaa reducéo substancial da
oxidacdo. Da mesma forma, o uso de agarose e,igaimente, gelrite ou fitagel
contribui significativamente para a reducao do Indee oxidacao fendlica. A lavagem
do agar com agua deionisada contribui adicionalenpata uma menor oxidagao.

f) Adsorcao por carvdo ativado— Segundo Teixeira et al. (1993), o carvéo
ativado representa uma das principais substanciisoxadante utilizadasin vitro
,adsorvendo substéancias fenodlicas ou seus prodatogidacao, as quinonas.

g) Adsorcdo por polivinilpirrolidona (PVP) - O PVP é uma poliamida
utilizada em cromatografia de separacdo de acidmwéicos, aldeidos e fendis pela
sua funcdo adsorvente. Os fendis sdo adsorvidas &P por meio de ligagbes de
hidrogénio, o que previne a oxidacao e polimeriaagém de adsorver os produtos da

oxidacao fendlica, ou seja, as quinonas.
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h) Cultivo no escuro ou em baixa intensidade de luzO estabelecimento das
culturas pode ter melhores resultados caso osréepladejam cultivados no escuro ou
em baixa intensidade luminosa durante as primeeasanas de cultivo (DURAND-
CRESSWELL et al., 1982). Mesmo ap0s este periodoultivo em condi¢cdes de
luminosidade intermediaria contribui para prevenoxidacao e melhorar o crescimento

do explante.

2.13) Importancia da cultura in vitro de embrides hibridos no melhoramento
genéticode plantas

Cruzamentos interespecificos e intergenéricos ofaneaos melhoristas de
plantas um método para aumentar a variabilidadétgpene para transferir genes
desejaveis entre espécies, principalmente dasssige para as cultivadas. Em tais
cruzamentos podem ocorrer barreiras tanto pré codsefertilizacdo, resultando em
sementes chochas e embrifes abortivos. O uso dddg#io entre espécies diferentes &
frequentemente limitado por falhas no desenvolvimaeto endosperma, culminando
com degeneracdo dos embrides antes que atinjamtwxidade. Embrides hibridos
podem ser salvos se forem removidos antes que aoamriaborto e cultivados
artificialmente em um meio nutritivo. Melhoristage drutiferas tém tido sucesso no
resgate de embrides e posterior obtencéo de plamastir de frutos sem sementes de
videira (EMERSHAD et al., 1989; GRIBAUDO et al.,a3).

O embrido originado de um processo normal de feagAw pode ser facilmente
separado e cultivado sob condi¢bes assépticas éondmeultura adequado, mantendo-
se geneticamente estavel, produzindo descendeléescbs a ele. Para a remoc¢ao do
embrido, basta desinfestar apenas a superficienaxtla semente, pelo fato de que o
embrido esta alojado em regido estéril da semAstim, o indice de contaminacao in
vitro é muito baixo em relacdo as demais cultullasg, 1986).

Pasqual et al ( 2003) conseguiu resolver o probleaaobtencédo hibridos
tangerineira ‘Ponca’itrus reticulataBlanco) x laranjeira ‘Pera'Qjtrus sinensigL.)
Osbeck) , trabalhando com cultivo vitro, visto que ha poliembrionia generalizada
entre as espécies de Citrus, que resulta normadnmant elevada taxa de aborto do
embrido zigotico, devido a competicdo exercida esadle pelos embrides nucelares,
geralmente mais vigorosos (Soost & Cameron, 1974arEmeio do cultivon vitro, os
embrides provenientes desses hibridos puderam bdto® artificialmente em MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 0,3 mgdeIGA3 (acido giberélico) e de 1
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g.L-1 de carvdo ativado e acondicionados em estipasB.O.D., sob temperatura
constante de 27 °C e intensidade luminosa de 43rmi\G-1.

Neves et al (2001) conseguiu obter plantulas halsride bananeira in vitro a
partir de gendtipos Calcutta, Malaccensis, ButuRkaanca, 0304-02, 1304-06, 4252-04
e 9379-09 Os embrides extraidos foram introduzetosmeio MS com 30 g L-1 de
sacarose e 7 g L-1 de agar, e cultivados em cadsm@escimento, no escuro e em
temperatura de 26 + 2°C. A germinagdo concentragesquinto ao vigésimo dia de
cultivo, apresentando uma média de 53,25% aposid® thdependentemente do
genotipo. As espécies selvagens apresentaram pageem media de germinacdo maior
do que a dos gendtipos hibridos.

Cunha et al.(2005) trabalhando com sementes hgorildadendé conseguiu
obter artificialmenten vitro plantulas oriundas do cruzamento Manicoré (caiaué
Mé (dendé) que apresentou em campo uma producéacties (22,7 ton/ha/ano), taxa
de extracdo de 6leo (22,4%) e producdo de 6led td@ha/ano), valores semelhantes
aos da produgcdo de plantios comerciais da espédmare. grande variabilidade
genética entre e dentro das origens, 0 que pemfit@ar que com 0 processo de
melhoramento genético sera possivel obter hibridtsrespecificos tdo ou mais

produtivos do que a espécie africana usada atutdmes plantios comerciais.

2.14)Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi o resgate de hibridesdendezeiro Hlaeis
guineensix Elaeis oleiferd) in vitro, obtendo mudas sadias livres de patégenos.
2.15) Objetivos especificos

- Aprimoramento de protocolos de assepsia em semieifiédas de dendezeiro
(Elaeis guineensis Elaeis oleifera);

- Selegcéo dos melhores meios de cultura para ¢dxetie plantulas hibridas de
dendezeiroKlaeis guineensis Elaeis oleifera) in vitro;

- Detalhar as fases de desenvolvimento do emdt&nte a conversao vitro
de embrides zigoticos em plantulas de dendezeiro;

- Selecao das duas melhores variedades de serhértdas germinadas vitro
(Elaeis guineensix Elaeis oleifera);

- Obtencéo de mudas de dendezdiiadis guineensig Elaeis oleifera)sadias

livre de patogenos.
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2.16)Hipotese
Se embrides hibridos de denéifagis guineensig Elaeis oleiferd competentes
morfogeneticamente forem selecionados, é possivesgate de plantas de através da

aplicacao das técnicasvitro.
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3-MATERIAL E METODOS

O Trabalho foi conduzido no laboratério de Biotogia e Recursos Genéticos
da Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, Para no peridedabril de 2005 a outubro de
2006.

3.1 Oxidacao de embrides

Visando avaliar a eficiéncia do carvéo ativadoti@o processo de oxidacao,
sementes hibridas maduras de dendezeiro da vaeie€alhd 65, oriundas da Embrapa
Amazobnia Ocidental, estacdo Rio Urubu, Amazonagariadnicialmente lavadas com
sabdo neutro e agua corrente. Posteriormente, fdeminfetadas em camara de fluxo
laminar, imersas em éalcool etilico a 70% por umutoire, em seguida em solucdes de NaClO
a 1% por 20 minutos.

Foram testadas quatro concentracfes de carwamlatiTl = 0,0%, T2 = 0,1%,
T3 =0,2% e T4 = 0,25%. Os embrides foram excisald@ssementes com a ajuda de
um bisturi e logo em seguida foram inoculados n@rde cultura 2 MS com 0,2% de
phytagel e sacarose 3%, perfazendo um total deguapeticdes (frascos de 300 mL)
por tratamento, sendo que cada frasco continheaeinisioes, totalizando 45 embribes
por tratamento. O meio de cultura teve o pH ajustzala 5,8 antes a esterilizacdo em
autoclave a 120° C durante 15 minutos.Foi realizadmalise de regressao para avaliar a
porcentagem de oxidacdo com o aumento da concaatrde carvao ativado. O

experimento foi avaliado por 30 dias.

3.2Desinfestacdo dos embrides

Visando retirar 0 excesso de impurezas, semieilédas maduras de dendezeiro da
variedade SJ 165, oriundas da Embrapa Amazoniaefeid estacdo Rio Urubu,
Amazonas. foram inicialmente lavadas com sabdaoneufgua corrente. Posteriormente,
foram desinfetadas em camara de fluxo laminar,smseem alcool etilico a 70% por um
minuto e, em seguida em solu¢des de NaClO a 1%wocoinbinadas com tempos de 20 ou
40 minutos sob agitacdo e lavadas, em seguidatoquazes em agua destilada e

autoclavada constituindo um total de quatro tratdose(Tabela 2).
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Tabela 2- Tempo versus concentragdo de hipocldateddio (NaClO) no processo de
assepsia de sementes hibridas de dendé. EmbrapgAm®riental, Beléem-PA, 2006.

Tratamento Tempo (minutos) Hipoclorito (% NaClO)
T1 20 1
T2 40 1
T3 20 2
T4 40 2

Com auxilio de um bisturi isolou-se os embrides cametirada de parte do
tegumento, os quais foram inoculados em frascogdile, contendo 50 ml de meio de
cultura MS (MURASHIGUE & SKOOG 1962) suplementadamnc0,2% de phytagel,
sacarose 3% e 0,25 % de carvao ativado. O meioltigacteve o pH ajustado para 5,8
antes a esterilizagdo em autoclave a 120° C durHmteninutos. Os embrides foram
cultivados em sala de crescimento com fase esounanp periodo de 3 semanas. Apos esse
periodo, avaliou-se a média de embrides germinpdmentagem contaminacao e oxidacéo das
sementes.

O delineamento experimental utilizado foi o irsiente casualizado perfazendo um
total de quatro tratamentos com quinze repeticfiascps de 300 ml), sendo que cada
frasco continha trés embrides, totalizando 45 dmbrpor tratamento. Para a media de
germinacao dos embrides foi feita a analise déinaid e a comparacdo de médias pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade utilizandoftware STAT, sendo que os dados foram
transformados pané&+0,5 para uniformizacdo dos dados. O experimento fiaalo por 30
dias.

3.3 - Resgates de plantas a partir de embriGes ztgs - embriogénese zigotica

Os embrides de sementes de hibridos de dendezdizados no experimento
foram provenientes do banco de germoplasma de $erderdendé, situado no campo
experimental da Embrapa Amazonia Ocidental, est&p@dJrubu, Amazonas. Para o
experimento, foram utilizadas 4 variedades: 1) G812 2) CI-2061; 3) Cj-502 e Cj-
494. Essas variedades foram escolhidas tendo ger ®aeu desempenho em campo,
analisando-se produtividade de cachos e taxa dagéxtde Oleo.

Para selecdo do melhor meio de cultura para reggie de embrides de

dendezeiro das quatro variedades estudadas, o®emfmram inoculados em meios de



37

cultura MS e com metade dos sais (Y2 MS) adiciordglasuplementos como 0s
reguladores de crescimento ANA e BAP além do s#,R&,, completando um total
de quatro tratamentos para cada variedade, gyam:se
T1 - 1/2 MS + carvéo ativado 0,25%+ N#d, 0,17g.L™";
T2 - MS +carvéo ativado 0,25% + Ng#0D, 0,17g.L™"
T3 - MS + carvéo ativado 0,25% + Ng0, 0,17g.L'+ NAA e BAP (0,5mg L'1 de
cada);
T4 - 1/2 MS + carvéo ativado 0,25% + N&, 0,17g.L™* + NAA e BAP (0,5mg.L-1
de cada).

O Valor do pH de todos os meios de cultura fost@do para 5,8 antes da
autoclavagem por 20 minutos, a 120e sob pressdo de 1,5 atm. Os embrides foram
inoculados em frascos de 300 mL com 50 mL de meiouitura e cultivados por um

periodo de oito semanas, sendo a primeira semaneada tratamento, no escuro.

3.3.1 - Avaliacdo dos resultados
A avaliacao foi feita atribuindo notas as respodtagmbrido, variando de 0 a 6
(Figura 7 ), sendo:

a) Nota zero atribuida ao embrido sem desenvohione

b) Nota 1 para o embrido que obteve uma turgidieml;

c) Nota 2 para o embrido que obteve um inicioudeatura;

d) Nota 3 para embrido parcialmente curvo;

e) Nota 4 para embrido totalmente curvo ;

f) Nota 5 para o embrido com inicio de desenvodrito aéreo e radicular;
g) Nota 6 para o embrido com total desenvolvimesteo e radicular.

Portanto, os melhores tratamentos serdo aguelesapresentaram a maior

porcentagem de notas 6 durante o periodo de tenghisado.
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Figura 7- Padrédo de desenvolvimento do embridzadid para denominagcédo das notas
de 0 a 6.

3.4) Formacao de plantulas

Com base nos dados obtidos no primeiro experiméaitoealizado o segundo
experimento para avaliar o desenvolvimento dos Embraté a conversao em plantulas
completas com folha e raizes. Para isso foranzaditis as variedades com melhor
desempenho no primeiro experimento, quais sejar@061 e Cj-2141.

Apés a quebra da semente e extracdo dos embrig@scas com o auxilio de
pinca e bisturi foi realizada a desinfestacdo desmwos. Em camara de fluxo laminar,
os embrides foram imersos em alcool etilico a 7% D segundos e solucdo de
hipoclorito de sodio 1% por 20 minutos, sendo eguiska lavadas quatro vezes em
agua destilada e autoclavada.

O delineamento experimental foi o inteiramentaeiaisado, sendo realizadas 10
repeticdes (10 frascos de 300 mL) com 50 mL de mpaia cada tratamento, sendo que
cada frasco continha 3 embrifes, perfazendo urhdetd0 embrides por tratamento. O
experimento foi avaliado por 60 dias, na qual sdisou o nUmero e comprimento de
raizes, além do comprimento do caule. Os dadosfaralisados num fatorial de 2x4;

variedades CI-2061 e Cj-2141 e quatro meios dereu({fTabela 3) através da analise da



39

variancia e teste de tukey com 5% de probabiligeda a comparacdo de médias. Os

dados foram transformados pex+0,5. O experimento foi avaliado por 60 dias.

Tabela 3 - Duas variedades hibridas de dendé etnogdiferentes meios de cultura.
Embrapa Amazénia Oriental, Belém-PA, 2006.

VARIEDADES TRATAMENTOS
T1-1/2MS+0,25% C.A+0,17g:Lde NaHPQ,
CI-2061 T2- 1/2MS+0,25% C.A
Cj-2141 T3 - MS+0,25%C.A+0,17g.Lde NaHPO,
T4 - MS+0,25%C.A

3.5) Aclimatizacéo

As plantulas obtidam vitro foram transferidas para bandejas plésticas désedst
de 36 cm x 27 cm constituidas de 24 células, squdaada célula continha 2 plantulas
O substrato utilizado foi a vermiculitAs plantulas foram nutridas com solucéo de NPK
(6,5-6,0-19)quinzenalmente com 30 ml por célula. Apés 60 dimmani avaliados os
aspectos morfolégicos da planta, sendo adotadas dassificacbes; Plantulas normais e
Plantulas anormais (Folhas torcidas).

No total, foram aclimatadas 133 plantulas, provaie® dos quatro tratamentos
anteriores (Tabela 3). O delineamento experimentdizado foi o inteiramente
casualisado com 4 tratamentos e 15 repeticOes §@@ s por repeticdo). Os resultados
foram avaliados através do teste de qui-quadrado.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Oxidagéo de embrides

As melhores respostas foram obtidas & medida gaersentou a concentracao
de carvao ativado. A menor média de embrides orgldoi 0 T4 composto de 0,25%
de carvao ativado que obteve uma média de 0,6 @esboxidados. Cavalcante (2001),
trabalhando com acaizeir&\terpe oleracegeobteve resultados semelhantes sé com
uma concentracdo de 0,2% de carvdo ativado. Essdtado mostra a eficacia do
carvao ativado com agente anti-oxidante, pois shgUreixeira et al (1993), o carvao

ativado apresenta cargas residuais, as quais g@resa de adsorver substancias
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fendlicas ou seus produtos da oxidacdo, as quinopsgando com iSSO O
desencadeamento do processo oxidatiwatro.

Pode-se observar (Figura 8) que a linha de regrass&trou tendéncia linear
decrescente, pois na medida em que se aumentoncant@cdo de carvao ativado,
diminuiu a porcentagem de oxidacdo, sugerindo g@weirnento da concentracdo de
carvao ativado poderia diminuir ainda mais porogeita de oxidag&o. Entretanto, o
aumento da concentracao de carvao ativado pogeegadicial ao meio de cultura, pois
segundo Teixeira et al, (1993) o uso de carvaaatiypode adsorver outras substancias
do meio nutritivo como, por exemplo, os reguladodes crescimento, acarretando

efeitos indesejaveis ao cultiuo vitro.
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Figura 8 - Efeito de diferentes concentracdes aledo ativado na porcentagem de
oxidagado de embrides de dendé.

4.2.1-Desinfestacao dos embrides

No processo de desinfestacdo de sementes de dera®, utilizadas duas
concentragfes de hipoclorito de sodio em doisvates de tempos diferentes, sendo
gue as taxas de contaminagdo oscilaram entre 28% Rao havendo diferenca
significativa ao nivel de 5% de probabilidade emsetratamentos analisados (Tabela
4).
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Tabela 4- Porcentagem de embrides contaminados eamiaminados em funcéo dos
tratamentos de assepsia aplicados. Embrapa Ama@dieiatal,Belém-PA,2006.

Tempo NaClO 1% NaClO 2%

Contaminagdo% N&o contaminadas% Conta@y@a¥%  N&o contaminadas%

20 minutos 22 (10) a 78 (35) a 22 (9 a 78 (36) a

40 minutos 28 (13)a 72 (32) a 22 (10) a 78 (35) a

Porcentagens seguidas da mesma letra na verticalm@iferem estatisticamente entre si pelo teste de
tukey (p < 0,05).

Os embrides provenientes do processo de assepsecsados desencadearam o
processo de germinacao que oscilou entre 67 a 88%mnelhores porcentagens foram
em ordem decrescente de T1(90%), T3 (88%), T2 (7&%} (67%), como ilustra a
(Figura 9).
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Figura 9 - Porcentagem de germinag#o vitro de embrides de dendé em 4
diferentes tratamentos. (T1- 1% NaClO a 20 minutd2- 1% NaClO a 40 minutos ;
T3- 2 % NaClO4 a 20 minutos e T4- 2% NaClO4 a 40utas)
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Quando se analisou a média de embrides germindumsye diferenca
significativa a nivel de 5 % de probabilidade erdow os tratamentos analisados. A
média de germinacdo oscilou entre 0,88 a 1,18. @&ares tratamentos foram TI
(1,18) e T3 (1,17) (Tabela 5). Desta forma, umaanenncentracao de hipoclorito (1%
de NaClO) combinado com menor tempo exposicdo, @s niavoravel ao
desenvolvimento do embrido, favorecendo o proceles@erminacdo. Pereira et al
(2006) obtiveram uma porcentagem de germinacaolasirde 85,9% em embribes
zigoticos de MurmuruAstrocharyum ulgicom a mesma concentracdo de hipoclorito,
em 10 minutos de exposicdo. Este resultado tambesenwlha-se ao obtido por
Cavalcante (2001), em sementes de acaizEute(pe oleracedMart), que obteve uma
porcentagem de 88,80% de embrides germinados maaremcentracéo de hipoclorito

no mesmo intervalo de tempo.

Tabela 5 - Média de germinacdo de embrides de deirdegerminados em quatro
diferentes tratamentos. Embrapa Amaz6nia OrieB&Em-PA, 2006.

Tratamentos Média de embrides germinados
T1 148
T3 147
T2 162
T4 088

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo difem estatisticamente entre si pelo teste de tukey
(p < 0,05).

Média geral =1,06
C.v =10,25

4.3- Resgate de embrides zigoticos

Apo6s a primeira semana de cultivo observou-se agpenintumescimento dos
embrides zigodticos (Figura 10A). Com 17 dias sefigeu o inicio de curvatura do
embrido que permanecsa curvando até o final da terceira semana (2} (hegura 10
B), e apos isso, iniciou-se emissao da radiculasteormente da parte aérea aos 30
dias (Figura 10C). Aos 40 dias, a diferenciaca@vestbastante evidente, onde se

observou a formacédo do apice cotiledonar, raiznmogente dita e folha (Figura 10 D).
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Figura 10 - Conversaan vitro de embrides zigéticos em plantulas de dendezeiro d
variedade CI-2061. A) Embrido intumescido. B) Psscede curvatura do embrido. C)
Emissao da radicula e da parte aérea da planfd)a~ermacao da Folha (F), do apice
cotiledonar (A.C) e da Raiz(R).

Os resultados obtidos demonstram que os embrideseagaram diferentes
respostas quando submetidos ao meio MS e % MS eser@ga ou auséncia de
reguladores de crescimento.

No meio MS suplementado com 0,17§.de NahHPQ, e na auséncia de
reguladores de crescimento, a porcentagem de Govhsidas pelos embrides oscilou
entre 0 a 37,93% (Figura 11). A variedade que med@o melhor a esse meio foi a Cj-
2141, que no final do experimento, apresentou aomporcentagem de notas 6
(37,93%), ou seja , embrides com total desenvolnimaéreo e radicular em 8 semanas
de tratamento.Entretanto, a variedade Cj-502 n&&vehuma resposta satisfatéria, ndo
obtendo nenhuma nota 6, cujos embrides em sua imaiativeram as maiores
porcentagens de nota 0 (84%),0u seja,nenhum dasangnto embrionario.

J4& 0 mesmo meio MS suplementado com a presencaedotadores de
crescimento BAP e ANA a 0,5 mgtlcada, as porcentagens de notas 6 obtidas foram
menores, onde apenas as variedades CI-2061 come2@%ariedade Cj-2141 com

6,60% apresentaram notas 6, ndo sendo encontradkemeais variedades (figura 12).
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nvolvimento dos embrides no meio
MS+0,25% C.A+NaH2P0O4

100% -
80%
60% -

A

40% -
0% +
Nota Nota Nota Nota Nota Nota Nota

0o 1 2 3 4 5 6

Variedades

Figura 11 — Porcentagens de notas obtidas peledades hibridas de dendezeiro em
meio MS +carvdo ativado 0,25% + Na&M 0,17g.L'. Notas: .0- nenhum
desenvolvimento embrionario; 1- Embrido com turgittecial;2-Inicio de curvatura do
embrido;3- embrido parcialmente curvo; 4- Embrdtalimente curvo; 5- Com inicio de
desenvolvimento aéreo e radicular e 6-Embrido cotal tdesenvolvimento aéreo e

radicular

nvolvimento dos embrides no meio
MS+NaH2PO4+ANA e BAP

100% -
80%
60% -
40% -
20%

0%

Nota Nota Nota Nota NotaNota Nota
0 1 2 3 4 5 6

Notas 6

Figura 12 — Porcentagens de notas obtidas peladades hibridas de dendé em meio
MS +carvdo ativado 0,25% + NaPi, 0,17g.L'+ANA e BAP(0,5mg.[") Notas: .0-
nenhum desenvolvimento embrionario; 1- Embrido dongidez inicial;2-Inicio de
curvatura do embrido;3- embrido parcialmente cufvdEmbrido totalmente curvo; 5-
Com inicio de desenvolvimento aéreo e radicular ntbrido com total
desenvolvimento aéreo e radicular
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No meio com a metade das concentracfes de saikS}/0 comportamento dos
embrides foram semelhante aos obtidos no meio N9 jue os reguladores de
crescimento nao influenciaram de maneira signifieatno desenvolvimento dos
embrides.

No meio ¥ MS suplementado com 0,17f.tle NaHPOQ, e acrescido de
0,5mg.L* BAP e de ANA houve um total de 51,03% de nota 6, distribuidos26pb
para variedade Cj-2141 e 31% para a variedade €l-ZBnquanto que as variedades
Cj-502 e Cj-594 apresentaram desenvolvimento mferido obtendo nenhuma nota 6,
apresentando em sua maioria embrides com nenhuenwdgimento embrionario
(nota 0). (Figura 13).

Entretanto, no meio com a %MS suplementado com aapénl7g.l' de
NaH,PO,, sem a presenca de reguladores de crescimentwe houa porcentagem
maior de nota 6, distribuidas em 20% na variedgd&l €l e 37,93% na variedade ClI-
2061, totalizando 57,93% (Figura 14). As varieda@@$02 e Cj-594 obtiveram
desenvolvimento inferior em relagdo as outras disaisdadas, ndo obtendo nenhuma
nota 6, sendo que seus embribes em sua maioria, abfiveram nenhum

desenvolvimento embrionario.(Figural4).

senvolvimento dos embrides no meio 1/2MS+
NaH2PO4+ANA e BAP

80% 1T [
70% -
60% -
50% -

40% - 1 I Cj-2141
ggg;g | m Cl-2061
18?;; 1 o ﬂ E I | 0 Cj-502
Nota Nota Nota Nota Nota Nota Nota 0 Cj-494
0 1 2 3 4 5 6
Variedades

Figura 13 — Porcentagens de notas obtidas peledades hibridas de dendé em meio
Y MS +carvéo ativado 0,25% + NgtD, 0,17g..+ANA e BAP(0,5mg.[") Notas: .0-
nenhum desenvolvimento embrionario; 1- Embrido dongidez inicial;2-Inicio de
curvatura do embrido;3- embridao parcialmente cudvdEmbrido totalmente curvo; 5-
Com inicio de desenvolvimento aéreo e radicular &mbrido com total
desenvolvimento aéreo e radicular
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Desenvolvimento dos embrides no meio
1/2MS+NaH2P 04
70% - =
60% 1| |
50% -
40% | :
Cj-2141
30% - Bt
20% - m CIl-2061
10% - ;
Cj-502
0% ‘ o
Nota Nota Nota Nota Nota Nota Nota 0 Cj-494
0 1 2 3 4 5 6
Variedades

Figura 14 — Porcentagens de notas obtidas peleedades hibridas de dendé em meio
% MS +carvdo ativado 0,25% + NgPD, 0,17g.L. . Notas: .0- nenhum
desenvolvimento embrionario; 1- Embrido com turgiahécial;2-Inicio de curvatura do
embrido;3- embrido parcialmente curvo; 4- Embr@almente curvo; 5- Com inicio de
desenvolvimento aéreo e radicular e 6-Embrido cotal desenvolvimento aéreo e
radicular

As variedades CI-2061 e Cj-2141 obtiveram melhoespostas tanto no meio
MS quanto no meio 1/2MS independentemente da pgasmnauséncia de reguladores
de crescimento. As outras duas variedades Cj-502j-494 obtiveram respostas
inferiores em todos os meios de cultura avaliadiesa diferenca observada entre as
variedades estudadas reflete exatamente o efeigenidtipo x ambiente. A interacéo
genotipo x ambiente foi definida por SHELBOURNE 7129 como sendo a variacao
entre genotipos em resposta a diferentes condigfidsientais, ou seja, 0 mesmo
gendtipo responde de maneira diferenciada de acoodo o ambiente em que se
encontra,.(KAGEYAMA ,1980).

Segundo Fantini Junior & Graca, (1990) a superamiéd genética de uma
variedade para uma determinada caracteristica, g@develada quando essa variedade
é cultivada em determinados meios nutritivos corfereinites combinagbes de
reguladores de crescimento, ou seja, a respostaplantes em um sistema de cultura
de tecidos depende do gendtipo do material coloeada@ultura. Segundo Handley et
al., (1995) varios estudos tem demonstrado quepsta a um determinado sistema de
cultura de células é dependente do gendétipo.Portantcultura de tecidos é uma
ferramenta importante no melhoramento genético a&ewtificacdo de gendtipos que

apresentem alta estabilidade fenotipica ,ou segnotgpos que possuem boa
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adaptabilidade geral, capazes de produzir bem getetes condicdes de meio, com
amplas flutuac¢des estacionais(CRUZ & REGAZZI, 2001)

Os embrides cultivados na presenca dos regula@®fés e NAA a 0,5 mg. L)
tanto no meio MS como no meio ¥2 MS obtiveram resla$ inferiores quando
comparados com 0s meios que nao os continham esxs txl variedades analisadas.
Segundo Lemos (2003), esta acao inibidora dosadgrgs de crescimento pode indicar
que os embrides estdo em um estadio cotiledon&,@sta fase eles sintetizam os
hormdénios necessarios para o seu desenvolvimeisto,que a adicdo de BAP e NAA
(0,5 mg. ') pouco influenciou na formacéo de plantulas.

As plantulas completas com a presenca de folh@szes foram obtidas apos
dois meses de inoculacao (Figura 15) nas variedati2e61 e Cj-2141, possibilitando
a transferéncia para condic@svitra Silva (2002), trabalhando com coquei@n¢os
nuciferal) conseguiu obter plantas adultas em dois mesasie utilizando meio MS
completo s6 que com uma concentracdo menor deadmyels que foi 0,1mgilde
NAA e BAP.

Figura 15 — Aspecto de uma planta desenvolindaitro cultivada em meio nutritivo
apos 2 meses de cultivo.

Durante todos os experimentos realizados, os dmyelsde crescimento ndo tiveram
um efeito significativo, considerando que nos mejes ndo continham esses reguladores
também foi verificada a formacéo de raizes e folRes/avelmente, a insercao de 0,25% de
carvao ativado no meio de cultura possa ter miaitiizo efeito dos reguladores, pois

segundo Teixeira et al ,1993, o carvao ativadoagmopriedade de adsorver dentre outras



48

substancias os reguladores de crescimento. Poantoque de fato os reguladores tivessem
algum efeito, teriam- se duas alternativas: owseeataria a concentragéo dos reguladores ;
ou entdo se reduziria a concentracdo de carvéadatpara que se encontra-se uma ideal
entre os reguladores e o anti-oxidante. Caval¢a@@i), estudando a conversao de embrides
zigoticos em plantulas de acaizeikeuterpe oleraceaviart.) em meio MS com 0,25% de
carvao ativado, também verificou a ndo necessidigElensercdo de reguladores de
crescimento no processo de formacéo de plantulas.c@éntraste, Kanchanapoom &
Domyoas (1999), estudando formacéo de plantulasiemlezeiro Elaeis guineensis
Jacq) em meio ¥ MS suplementado com 0,17dNaHPQ, necessitaram da inclusdo
2,5 mg.I'*de 2,4D para formacéo de plantas de maneira eficaém sem a presenca
de carvao ativado no meio de cultura.

Silva (2002) estudando o efeito de reguladoresrédecimento na formacéo de
plantulas de coqueirdCpcos Nuciferal) verificou um comportamento diferente. No
inicio da germinacdo com adicdo de giberilina e BAPembrido obtinha 6timo
resultado com a formacgédo de brotacéo apical e fipéckculares, contudo, em torno do
trigésimo dia, os embrides escureciam, paralisamddesenvolvimento, levando o

embrido a sua posterior morte.
4.4 Formagéo de plantulas

Em relacdo ao desenvolvimento da planta, a vaee@&@061 respondeu melhor
em todos os parametros analisados quando comparadosa variedade Cj-2141. Na
formacdo de raiz (ndmero de raizes), a variedad20€l obteve uma média de 1,36
,diferindo significativamente a nivel de 5% de piulidade da média obtida pela variedade
Cj-2141 que foi de 1,12. O mesmo ocorreu em relagdcomprimento da raiz e do caule,
pois as meédias obtidas pela a variedade CI-20@infale 2,37 e 2,56 contra 1,76 e 2,06
obtidas pela variedade Cj-2141 em relagdo ao comapto da raiz e do caule
respectivamente ,que também diferiu significativaimea nivel de 5% de probabilidade.
(Tabela 6).



Tabela 6 — Médias do niumero e comprimento de raidiefonalmente o comprimento do

caule. Embrapa Amazoénia Oriental, Belém-PA, 2006.
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Variedades Médias do nimero de | Média do comprimento | Média do comprimento
Raizes da raiz do caule
Cl-2061 1,36a 2,37a 2,56 a
Cj-2141 112b 1,76 b 2,06 b

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo difem estatisticamente entre si pelo teste de tukey
(p < 0,05).

Navariedade CI-2061, as melhores respostas em retagdmimero de raizes,
comprimento de raizes e comprimento do caule farbidas em meio de cultura com
metade das concentracdes de sais (Y2 MS).

Em relacdo ao numero e comprimento de raizes enpramento do caule, 0s
embrides apresentaram as melhores respostas amérgb T1 (Y2 MS + 0,17gLde
NaH,PO,) diferindo significativamente a nivel de 5% de h@bilidade dos demais
tratamentos (Tabela 7).Estes resultados concordamm @s obtidos por Rajesh et
al.,(2003) e Euwens et al.,(2002) que obtiveramltados semelhantes em cultura de
embridesin vitro dendé Elaeis guineensigacq) com meio 2 MS s6 que além de
0,17g.L* de NaHPO, inserido no meio, também havia 0,1 §.He arginina. A
combinacdo do meio ¥2MS com a adicdo de &} se mostrou fundamental no
desenvolvimento de plantula, pois no T2 compostmdemo meio (%2 MS ) sé que sem
a presenca de NaFQO,, os resultados foram inferiores. O fato dos endsrii@rem se
desenvolvido melhor em meio %2 MS, pode ser explidasdando em consideracéo a
questdo da maturidade dos embrides, pois as serEntariedade CI-2061 estavam no
estadio maduro, na qual segundo Lemos (2003), dwi@s necessitam de uma
guantidade menor de nutrientes, sendo capazes adlizir seus proprios recursos

nutricionais.
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Tabela 7— Médias do numero e comprimento de raidiesonalmente o comprimento do
caule na variedade CI-2061. Embrapa Amazonia Gilideléem-PA, 2006.

Numero de Raizes Comprimento de Raiz Comprimento dGaule
Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média
T1 1,53 a T1 2,99 a T1 2,61la
T2 1,37b T4 247D T3 241 b
T4 1,27b T2 2,10 bc T2 237 b
T3 1,26 b T3 192 ¢ T4 230 b

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo difam estatisticamente entre si pelo teste
de tukey (p < 0,05).

A variedade Cj-2141 obteve respostas diferentesotiidas pela variedade CI-
2061.Em relacdo ao numero de raizes, as mellesgsstas foram obtidas par(T,20) ,
qgue diferiu significativamente a 5% de probabilelatbs demais tratamentos..Ja para o
comprimento da raiz , nao houve diferenca sigifia entre os tratamentos analisados .Em
relacdo ao comprimento do caule, os melhores adssltforam T4(2,32) e T3(2,12) havendo
diferenca significativa a nivel de 5% de probahdiel dos demais tratamentos (Tabela 8).

Tabela 8- Médias do niumero e comprimento de raidiesonalmente o comprimento do
caule na variedade Cj-2141. Embrapa Amazonia GalieBéelém-PA,2006.

Numero de Raizes Comprimento de Raiz Comprimento dGaule
Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média
T3 1,20 a T3 1,88a T4 2,32 a
T4 1,10b T4 1,85a T3 2,20 a
T1 105b T2 1,66 a T2 191 b
T2 1,04b T1 1,65a T1 191 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatimente entre si pelo teste de tukey < 0,05)

O T3 composto de meiMS + 0,25%C.A + 0,179t de NaHPQO, e o T4
composto de meio MS + 0,2%C.A foram os tratamenqtos em geral obtiveram os
melhores resultados para as duas variedades défiza Para a variedade Cj-2141
diferentemente da CI-2061, a introducdo de 0,I¥dMaH2PO4 nao atuou de maneira
significativa para proporcionar um melhor desenwvoénto da plantaA variedade Cj-
2141 obteve melhores resultados em meio MS completizando a necessidade de um
suporte nutricional maior que a variedade CIl-2(0&dto este que pode ser explicado
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pela condicdo de imaturidade dos embrides da \adedCj-2141, pois segundo
Santiago (2001), quanto mais imaturo for um embri@aior sera o requerimento
nutricional e mais complexo como, por exemplo, eguladores de crescimento, uma

alta concentracdo de acgucares, agua de coco e etc.

4.5 Aclimatizagéo

Considerando que todas as plantulas enraizadata®lgrovenientes dos quatros
tratamentos (Tabela 3) das duas variedades Cl@12141, o teste de qui-quadrado ndo
revelou significancia a nivel de 5 % de probakil@@ntre as plantulas formadas entre si
(Tabela 9 e 11). Entretanto, ao se comparar @efeitdicio ou néo de 0,17¢" NaHPQ,
nos meios de cultura antes da formacao das plénfglau evidente que este teve um papel
fundamental no processo de formacdo de raizeshasfdtabelas 10 e 12), pois na
aclimatizacdo que é a fase subseqgiente, a plaotzn@ntes de tratamentos que continha
NaH,PQ, obtiveram resultados mais significativos se coag@s com as plantas que néo os
continha. Estes resultados sao semelhantes ads pboti Lemos (2003), pois 0 Nz,
também se mostrou fundameipahndo adicionado ao meio MS e %2 MS na conversao de
embrides zigoticos em plantulas. Segundo (Georg@3)lo NaHPQ, é a forma como o
fosforo é absorvido no meio de cultura. Pelo fatéddforo atuar no metabolismo energético
e no processo de regulacdo enzimatica, sua presémgdamental na maioria das culturas
vitro, pois segundo Santiago (2001), a perfeita difexefic da parte aérea € umas das
consequéncias da adicdo do foésforo ao meio deaullém disso, o fésforo faz parte da
constituicdo dos nucleotideos ,unidades formadidwasacidos nucléicos como o DNA e
RNA, sendo esses acidos diretamente envolvidogaoegso de sintese de proteinas, que

irdo constituir as estruturas morfologicas dastatan
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Tabela 9- Teste de qui—quadrado para comparacao pdoeipais tratamentos no
desenvolvimento de plantula a partir de embridedetielé da variedade CI-2061. Embrapa
Amazo6nia Oriental, Belém-PA,2006.

Tratamento Pléantormal Plantula anormal Total
1-1/2MS+0,2%C.A+0,17g.tde NaH2PO4 12 8 20
2-1/2MS+0,2%C.A; 5 10 15
3-MS+0,2%C.A+0,17g.Lde NaH2PO4; 12 5 17
4-MS+0,2%C.A; 07 10 17
Total 36 33 69

x?*=575";g.l=3

NS Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 10- Teste de qui —quadrado para comparaxsiefeitos de meios de cultura com
NaHPQ, e sem NakPQ, no desenvolvimento de plantula a partir de erabriie dendé da
variedade CI-2061. Embrapa Amazoénia Oriental, BeRé&yR006.

Tratamento Plénhormal Plantula anormal Total
1-Com NaH2PO4 24 13 37
2-Sem NaH2PO4 12 20 32
Total 36 33 69

x?=515;gl=1

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 11- Teste de qui —quadrado para comparagdopdncipais tratamentos no
desenvolvimento de plantula a partir de embridedetielé da variedade Cj-2141. Embrapa
Amazobnia Oriental, Belém-PA,2006.

Tratamento Pléanthormal Plantula anormal Total
1-1/2MS+0,2%C.A+0,17g.tde NaH2PO4 11 07 18
2-1/2MS+0,2%C.A; 04 08 12
3-MS+0,2%C.A+0,17g.Lde NaH2PO4; 11 04 15
4-MS+0,2%C.A; 08 11 19
Total 34 30 64

x?=573%:g.1=3

NS Nao significativo ao nivel de probabilidade
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Tabela 12- Teste de qui —quadrado para comparasiefeitos de meios de cultura com
NaH,PQ, e sem NabPQ, no desenvolvimento de plantula a partir de erabrie dendé da
variedade Cj-2141. Embrapa Amazodnia Oriental, BéRx2006.

Tratamento Pléntormal Plantula anormal Total
1-Com NaH2PO4 22 11 33
2-Sem NaH2PO4 12 19 31
Total 34 30 64

x?=501";gl=1

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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5- CONCLUSOES

» Para diminuicéo do processo de oxidagaatro de dendé a concentracéo 0,25% de
carvao ativado se mostrou mais eficaz.

* No processo de germinagcdo de embrides zigoticogrmr tempo de exposicdo ao
NaClO se mostrou fundamental ao desenvolvimengndwido.

« Os reguladores de crescimento ANA e BAP (0,5mg.de cada) ndo foram
determinantes no meio MS e Y2 MS para conversaonteides zigoticos em
plantulas em todas as variedades utilizadas.

» H& grande influéncia do gendtipo na germinag&dtro.

A variedade CI-2061 obteve melhores respostasodos tos aspectos analisados,
sendo 0 meio % MS + 0,25%C.A + 0,17g.le NaHPQO, o mais eficaz para
formacdo de plantulas.

« E possivel a formacgéo em quatro meses de mudasralaayerminacam vitro de

embrides zigoticos de sementes hibridas de dendezei
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